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 1 
RESUMEN 
El níspero japonés (Eriobotrya japonica L.) es una especie frutal cultivada 
en Oriente, pero incipiente en países occidentales. Sin embargo, el cultivo 
intensivo en algunas zonas ha traído consigo cuajados erráticos. La carencia de 
información sobre la biología reproductiva en esta especie es el principal 
limitante para poder dar soluciones a esta problemática. Por tanto, la finalidad de 
esta tesis es el estudio de la biología reproductiva del níspero japonés. La 
aproximación combina observaciones en el campo, con una descripción 
histoquímica del proceso reproductivo y la caracterización molecular del sistema 
de incompatibilidad polen-pistilo.    
Se ha descrito la morfología y anatomía floral enmarcándola dentro de la 
subtribu de las Pyrinae a la que pertenece, para posteriormente secuenciar el 
proceso reproductivo. La fecundación ocurrió dos semanas después de la 
polinización y el inicio de la fructificación fue aparente a las tres-cuatro semanas 
después de polinización. La determinación del momento en el que los estigmas-
estilos son competentes para apoyar la germinación del grano de polen y el 
crecimiento del tubo polínico muestra que esto ocurre en estados de desarrollo 
previos a la apertura de la flor y concomitantemente con el final de la elongación 
del estilo. En este momento los estilos también adquieren la incompatibilidad 
polen-pistilo y la competencia para discernir entre tubos polínicos compatibles e 
incompatibles. Después de la antesis, los estigmas mantienen su receptividad 
durante un largo periodo de tiempo en relación a otras especies frutales.    
 Por otra parte, se ha explorado la posible presencia del gen S-RNasa de 
incompatibilidad gametofítica polen-pistilo en níspero. Para ello, se han 
caracterizando genómicamente las S-RNasas, a través de técnicas basadas en 
la determinación alélica de PCR, mediante el uso de cebadores diseñados a 
partir de regiones conservadas de S-RNasas de varias especies pertenecientes 
a la subtribu Pyrinae. Se ha secuenciado por primera vez la S-RNasa de 
incompatibilidad en esta especie y se han identificado y secuenciado seis alelos 
de incompatibilidad (designadas como S1, S2, S3, S4, S5 y S6). Su caracterización 
en 32 cultivares de níspero japonés ha permitido establecer los primeros siete 
grupos de incompatibilidad (I-VII) en esta especie. 
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SUMMARY 
Loquat (Eriobotrya japonica L.) is an incipient fruit tree species in Western 
countries. However, the recent intensification of its cultivation in some areas has 
resulted in erratic fruit set. The lack of knowledge on the reproductive biology of 
this species is the main limiting factor to provide an appropriate answer to this 
problem and, consequently, the objective of this thesis is the study of the 
reproductive biology of loquat. The approach combines field observations with 
histochemical description of the reproductive process, and the molecular 
characterisation of the pollen-pistil incompatibility system.     
Flower morphology and anatomy has been described within the frame of 
the Pyrinae to which this species belongs and the reproductive process has been 
characterised. Fertilization occurs two weeks after pollination and the onset of 
fruit set is apparent three-four weeks after pollination. An evaluation of when the 
stigmas-styles are competent to support pollen germination and pollen tube 
growth shows that this occurs in flower buds prior to flower opening, 
concomitantly with the end of the elongation of the style. Interestingly, at this time 
the styles also acquire the pollen-pistil incompatibility system and their 
competence to discern between compatible and incompatible pollen tubes. 
Following anthesis, the stigmas keep their receptivity for a longer period than 
other fruit tree species.     
The pollen-pistil incompatibility system has been characterised in this 
species, exploring the possible presence of a gametophytic pollen-pistil 
incompatibility S-RNase in loquat. For this purpose S-RNases have been 
characterised, through PCR allelic determination based in the use of primers 
designed from the conserved regions of S-RNases of other species of the 
subtribe Pyrinae. The first S-RNase of loquat has been identified and sequenced 
and also the first six incompatibility alleles of loquat have been identified and 
named as S1, S2, S3, S4, S5 y S6. The characterization of these RNases in 32 
cultivars has led to the establishment of the first seven incompatibility groups (I-
VII) in loquat. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
EL NÍSPERO JAPONÉS 
El níspero japonés [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.] pertenece a la 
anteriormente llamada subfamilia Maloideae. Recientemente, análisis 
filogenéticos mediante herramientas moleculares (Potter et al., 2007) han 
permitido clasificar las Rosaceae en tres subfamilias (Dryadoideae, Rosoideae y 
Spiraeoideae) y también la división en supertribus, tribus y subtribus. Los 
taxones tradicionalmente incluidos dentro de Maloideae y Prunoideae han sido 
reclasificados dentro de Spiraeoideae, donde la subfamilia Maloideae ahora 
corresponde con la subtribu Pyrinae en la tribu Pyreae y la Prunoideae en la tribu 
Amygdaleae. Por tanto, el níspero pertenece a la subtribu Pyrinae, dentro de la 
familia Rosaceae, junto a otras especies como el manzano, el peral, el 
membrillero o el majuelo (Phipps et al., 1991; Potter et al., 2005; Potter et al., 
2007). Según la descripción etimológica, el género Eriobotrya proveniente del 
griego, significa racimo lanudo, aludiendo al racimo de frutos tomentosos. 
Japonica apunta a su procedencia oriental, ya que es un fruto cultivado en Japón 
desde el siglo XII (Lin et al., 1999).  
El origen de esta especie se situa en el sudeste del Extremo Oriente, 
considerado el centro del origen el curso medio y bajo del río Daduhe (Zhang et 
al., 1990). Puede encontrarse asilvestrada en China y Japón, además de en la 
India y en Europa se puede hallar en algunas regiones de clima suave. En la 
Península Ibérica se puede encontrar en estado silvestre en la antigua provincia 
portuguesa de Extremadura y en España en el norte de Cataluña y en Mallorca 
(Castroviejo, 2001). Se han descrito quince especies nativas del género 
Eriobotrya (Lin, 2002) y solo en el área mediterránea se han contabilizado en 
torno a 100 cultivares de E. japonica (Llácer et al., 2004).  
El níspero llegó a Europa en la segunda mitad del siglo XVIII, encontrando 
su asiento más favorable en la cuenca del mar Mediterráneo, sobre todo en las 
zonas templadas de Italia, Turquía, Grecia, Líbano, Israel y todo el Norte de 
África, sobre todo en Argelia, que es donde mejor se ha desarrollado este frutal. 
En América fue introducido en el siglo XIX (Lin et al., 1999) y actualmente se 
cultiva en California y Florida, América Central y casi toda América del Sur. En 
Asia, cómo es lógico, la mayor producción se situa en la zona oriental, de donde 
es originaria esta especie (Bononad y Escrivá, 1973; Rodríguez, 1983). 
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Mientras que en los países occidentales el níspero se ha empleado 
fundamentalmente como planta ornamental y todavía se considera como un 
cultivo incipiente, en diferentes países de Asia esta especie está bien asentada 
como frutal apreciado y con claras perspectivas de futuro (Lin et al., 1999). La 
producción total mundial de níspero japonés se encuentra en torno a las 500000 
t y China cuenta con más del 80% de la producción mundial, siendo el mayor 
país productor seguido por España, Turquía, Japón y Paquistán (Lin, 2007). 
El níspero fue introducido en España por marinos mercantes en Sagunto, 
extendiéndose por las zonas litorales del Levante y el Sudeste de la península 
Ibérica (Rodríguez, 1983). Actualmente cuenta con algo más de 2800 ha 
cultivadas y una producción de 36467 t (MARM, 2006), siendo por tanto el primer 
país productor de níspero del Mediterráneo (Espinosa et al., 1997). En España 
destaca Alicante, contando en el 2006 con el 60% de la producción española. 
La planta del níspero puede alcanzar hasta 10 m de altura, aunque su 
media se situa de 5 a 6 m, tratándose de un árbol de copa esférica y sistema 
radicular principal pivotante. Se trata de un frutal de hoja perenne de clima 
subtropical o templado-cálido con inviernos suaves, aunque se puede utilizar 
como planta ornamental en zonas de clima más fríos o excesivamente cálidos y 
húmedos. 
La floración va precedida de la inducción y diferenciación floral. La 
diferenciación de la yema de flor ocurre entre julio y agosto, más o menos tres 
meses antes de la antesis, dependiendo entre cultivares y condiciones 
fisiológicas del árbol (Liu et al., 2007), ya que, a diferencia de la mayoría de los 
frutales, la floración del níspero tiene lugar en otoño prolongándose hasta 
diciembre, por lo que en esta especie no hay ni reposo invernal ni acumulación 
de necesidades de frío. Sin embargo, se desconoce si para llegar a la antesis se 
requiere de acumulación de horas de calor durante los meses previos. La fecha 
de comienzo y duración de la floración depende de los cultivares, de las 
condiciones climáticas y del patrón utilizado, variando desde mediados de 
octubre para los cultivares más precoces hasta finales de diciembre, para los que 
más prolongan su floración, como es el caso del cultivar Tanaka (Martínez-Calvo 
et al., 2000a).  
La flor, después de la caída de pétalos, entra en estado de latencia 
adquiriendo una tonalidad pardusca (denominado localmente en el valle del 
Algar-Guadalest (Alicante) entabacada o emtabacá) que se mantiene en 
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condiciones frías hasta que suben las temperaturas, cuando comienza el cuajado 
del fruto, que puede darse hasta dos meses después. 
Los frutos son piriformes u ovales de 3-4 cm de longitud. La epidermis es 
amarillenta-anaranjada y están coronados por el cáliz. Su carne es escasa, de 
color blanquecina o amarilla y contienen, por lo general, de 3 a 5 semillas muy 
gruesas, que contienen elevada cantidad de ácido prúsico. El sabor de su pulpa 
es dulce acidulado, muy agradable y aromático (Cambra Ruiz de Velasco, 1994). 
La maduración del níspero japonés se produce muy precozmente; en las 
condiciones ambientales mediterráneas, la cosecha se inicia a finales de abril 
(Gariglio et al., 2002). 
El níspero es una especie que en los últimos años está cobrando 
importancia como cultivo alternativo. Sin embargo, recientemente han aparecido 
mermas de cuajado en algunas plantaciones comerciales del Levante español. El 
principal problema de cara a plantear soluciones es la falta de información sobre 
el sistema reproductivo de la especie. Por ello se va a indagar en la biología 
reproductiva del níspero japonés, enmarcándola para ello en la subtribu de las 
Pyrinae a la que pertenece. 
 
BIOLOGÍA REPRODUCTIVA EN PYRINAE 
Morfología floral  
Las subtribu Pyrinae es una de las cuatro subtribus descritas en la familia 
Rosaceae (Potter et al., 2007) y agrupa unas 1.100 especies distribuidas en 28 
géneros (Phipps et al., 1991). Casi la totalidad se caracterizan por tener fruto en 
pomo y por su número cromosómico de 17 (en lugar de 7, 8 ó 9 de otras tribus 
de las Rosáceas). La mayoría de las flores de las Pyrinae son sincárpicas (de 
dos a cinco carpelos concrescentes), unidos por el hipanto (receptáculo), con el 
ovario de tipo ínfero y que madura dentro del pomo (Rohrer et al., 1994), al 
contrario que en otras tribus de las Rosáceas, donde los carpelos son libres y el 
ovario súpero. Las flores de las Pyrinae son actinomórficas (simétricamente 
radiales) y hermafroditas, pudiendo presentarse aisladas o agrupadas en 
diversas estructuras (Rohrer et al., 1994). Dentro de la subtribu Pyrinae aparecen 
diferencias, tanto morfológicas como moleculares, que relacionan 
filogenéticamente al género Eriobotrya como un grupo diferenciado junto con el 
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género Rhaphiolepis (Aldasoro et al., 2005; Campbell et al., 2007; Potter et al., 
2007). 
En el caso del níspero japonés las flores están formadas por 5 sépalos y 5 
pétalos (Castroviejo, 2001) y 15-25 estambres (Robertson et al., 1991). Son 
flores agrupadas en inflorescencias paniculiformes terminales de forma 
piramidal, contabilizándose de 110 a 150 flores por panícula (Lin et al., 1999), 
siendo las más apicales las primeras en florecer y las que dan los mejores frutos 
en cuanto a color y tamaño (Rodríguez, 1983). El género Eriobotrya muestra un 
ovario ínfero poco profundo, con estilos libres hasta el receptáculo (Rohrer et al., 
1994) o fundidos en un tercio del mismo y muestran un adnato (adhesión de 
distintos tejidos) parcial de los carpelos al ovario y un total innato (crecimiento 
connatural o congénito de tejidos iguales) para el resto de los tejidos (Robertson 
et al., 1991).  
De cara a establecer la cinética del proceso reproductivo en níspero es 
importante conocer la morfología floral de la especie, ya que aspectos como la 
presencia o no de cómpitum (unión de los canales estilares) influyen 
directamente en la distribución de las semillas y en el cuajado final cuando la 
polinización es incompleta (Sheffield et al., 2005). Otro factor a conocer es el tipo 
de placentación en el estudio del obturador, ya que esta protuberancia de la 
placenta es crucial para desarrollo y guía del tubo polínico para su entrada en el 
óvulo a través del micropilo (Arbeloa y Herrero, 1987). 
Morfológicamente, el pistilo está compuesto de tres partes fundamentales: 
estigma, estilo y ovario. El estigma se presenta cubierto de una capa de células 
secretoras y es la superficie encargada de la recepción de los granos de polen. 
El estilo conecta el estigma con el ovario, que contiene los óvulos, y que se 
convertirá en el fruto tras la fecundación. Dentro de cada óvulo se desarrolla un 
saco embrionario que alberga la célula huevo o gametofito femenino (Esau, 
1965; Gasser y Robinson-Beers, 1993). El pistilo juega un papel importante en el 
control del crecimiento del tubo polínico (Linskens, 1986; Mascarenhas, 1993) y 
es una parte fundamental en la interacción polen-pistilo (Herrero y Dickinson, 
1979), tanto en mecanismos de selección y competencia (Hormaza y Herrero, 
1996), como en sistemas de incompatibilidad (Heslop-Harrison, 1975). Por ello el 
estudio de la polinización, así como los mecanismos que ocurren desde la 
polinización a la fecundación (Herrero, 2000) y la interacción polen-pistilo son 
determinantes en el estudio de la biología reproductiva de las especies frutales 
(Herrero, 2001). 
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De polinización a fecundación 
Una etapa fundamental en el desarrollo de las plantas de flor es la 
polinización, donde se produce el encuentro entre el gametofito masculino 
haploide (polen) y las células femeninas diploides (pistilo), seguido de una 
respuesta celular y molecular, siendo esencial para que se produzca la 
fecundación. Esta respuesta constituye la interacción polen-pistilo (Heslop-
Harrison, 1977).  
En Pyrinae el transporte del gametofito masculino binucleado a la 
superficie del estigma es entomófila, donde los insectos visitan las flores por el 
néctar. El encuentro del polen se produce en el estigma, que en angiospermas 
puede ser de tipo húmedo o seco.  
Los estigmas húmedos, generalmente, se encuentran en especies con 
polen binucleado, como en el caso de Pyrinae, y en estos estigmas se puede 
distinguir una superficie secretora con un fluido libre en la superficie (Heslop-
Harrison y Shivanna, 1977). En la superficie receptiva este exudado puede 
contener lípidos, proteínas, glicoproteínas, carbohidratos, aminoácidos, fenoles y 
esterasas no especificas (Konar y Linskens, 1966b; Kandasamy y Vivekanandan, 
1986). El estigma seco está formado por una película extracelular, que es una 
membrana que contiene proteínas hidratadas provenientes de las células 
estigmáticas (Heslop-Harrison et al., 1975). En el desarrollo floral en las etapas 
previas a la antesis, el estigma húmedo es comparable al estigma seco por esta 
película cuticular (Heslop-Harrison y Shivanna, 1977). Una vez que el estigma se 
vuelve receptivo, lo que en Pyrinae ocurre, normalmente, después de la 
dehiscencia de las anteras (flores protándicas), se producen una serie de 
secreciones acumuladas en las células del estigma debajo de la cutícula, para 
posteriormente distribuirse por toda la superficie del tejido femenino (Herrero y 
Dickinson, 1980b), produciendo la adhesión de los granos de polen en el 
estigma. Los granos de polen son humedecidos por exudados que se producen 
en el estigma y que contienen presumiblemente los promotores del crecimiento 
del tubo polínico (Wolters-Arts et al., 1998; Wheeler et al., 2001), permitiendo la 
germinación y el crecimiento del tubo polínico. Se puede considerar, por tanto, 
que la madurez del estigma se alcanza cuando el estigma ofrece un sustrato 
adecuado para la captura y adhesión de los granos de polen en el estigma, una 
correcta germinación y la penetración del tubo polínico por las diferentes 
estructuras hasta alcanzar el estilo.  
Introducción general 
8 
Captura 
del polen 
Adhesión 
del polen 
Hidratación 
Germinación Penetración 
Crecimiento del 
tubo polínico 
Interacción 
polen-estigma 
Estigma 
Tejido transmisor 
Estilo 
Etapas de desarrollo del estigma (maduración) 
Estas etapas en la interacción polen-estigma (Fig. I.1), comprenden una 
serie de relaciones complejas con un continuo intercambio de señales entre el 
polen haploide y el tejido diploide del pistilo (Hiscock y Allen, 2008).  
 
 
 
Fig. I.1. Diferentes etapas en la interacción polen-estigma. El diagrama representa un estigma 
característico de especies con papilas de tipo húmedo a la que pertenece el níspero. El polen 
se representa en diferentes fases de desarrollo en el estigma hasta la madurez y de crecimiento 
del tubo polínico en el tejido transmisor del estilo (adaptado de Hiscock y Allen, 2008). 
 
La receptividad floral, definida como la capacidad del estigma para permitir 
la germinación del polen (Heslop-Harrison, 2000), afecta directamente a la 
aparición de cuajados erráticos en frutales (Rodrigo y Herrero, 1996). La 
polinización en estados de desarrollo floral pueden contribuir, no solo al estudio 
de mecanismos fisiológicos como la incompatibilidad (Herrero y Dickinson, 
1980b), sino también al conocimiento de los factores que influyen en el estigma, 
tanto a la hora de inhibir el crecimiento (Shivanna et al., 1978), como de adquirir 
la capacidad de germinación del tubo polínico (Ascher y Peloquin, 1966). Tanto 
la germinación del grano del polen como el crecimiento inicial del tubo polínico 
dependen no solo de las secreciones del estigma, sino también de las reservas 
acumuladas durante su desarrollo, ya que la germinación del polen ocurre de un 
modo autótrofo (Herrero y Dickinson, 1981) y en níspero se ha visto que hay 
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diferencias entre los distintos cultivares en las reservas de los granos de polen 
(Germana et al., 2006). Por ello, la maduración del estigma está directamente 
relacionada con la adquisición y pérdida de la competencia del pistilo para poder 
permitir la germinación del grano del polen y la penetración y crecimiento del 
tubo polínico en el pistilo.  
El estilo es el lugar donde se establece la competencia entre los tubos 
polínicos. En el caso de las Pyrinae el estilo es de tipo sólido, el tejido transmisor 
se encuentra en la zona central a lo largo de todo el estilo y sus células 
contienen plasmodesmatas (uniones citoplasmáticas). El tejido transmisor une el 
estigma con la parte central del ovario, sirviendo como tracto rico en nutrientes 
para el crecimiento del tubo polínico (Tilton y Horner, 1980). El espacio 
intercelular del tejido transmisor es el lugar por donde crecerán los tubos 
polínicos a lo largo del estilo, consumiendo las reservas acumuladas en el pistilo 
(Herrero y Dickinson, 1979). 
El ovario, como parte fundamental en la interacción macho-hembra, 
controla tanto la cinética como la direccionalidad del tubo polínico hacia el óvulo 
(Herrero, 2001). El proceso que controla el crecimiento del tubo polínico tiene 
rasgos comunes entre las especies. El tubo polínico busca la superficie de la 
pared interior del ovario, para alcanzar el óvulo a través del micropilo, creciendo 
en la nucela y llegando al saco embrionario donde tiene lugar la doble 
fecundación. La fecundación va a depender de factores que influyan en el 
crecimiento del tubo polínico por los diferentes tejidos que encuentre en su 
recorrido y de una correcta sincronía polen-pistilo (Herrero, 2003).  
La polinización es la fase crítica para la mayor parte de los frutales. El 
término de polinización hace referencia al proceso de transferencia del polen 
desde las anteras de una flor hasta el estigma receptivo de otra flor. Una vez 
producido el encuentro del polen en los estigmas de la flor, se inicia la 
competencia entre gametofitos masculinos y la interacción macho-hembra 
(Herrero, 1992). En las angiospermas el genotipo del gametofito masculino es 
decisivo para que se produzca la fecundación. En la polinización compatible, el 
grano de polen germina y el tubo polínico comienza su crecimiento sobre la 
superficie estigmática. Cada tubo polínico penetra entre las células 
especializadas del estilo, denominadas tejido transmisor, alcanzando el ovario y 
penetrando en el saco embrionario para que tenga lugar la fecundación 
(Mascarenhas, 1993). El polen incompatible se puede detener a lo largo del 
camino de crecimiento del tubo polínico en algún punto del pistilo (East, 1934). 
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Las células del pistilo crean barreras intra-específicas, que operan entre las 
células del pistilo y el tubo polínico, inhibiendo el crecimiento de los tubos 
polínicos incompatibles (Herrero y Dickinson, 1979). Esta capacidad de 
discernimiento entre polen compatible o incompatible pone de relevancia la 
importancia del las células del estigma y del estilo en la recepción del grano del 
polen, del tubo polínico y de la interacción polen-pistilo en la reproducción de las 
plantas (Heslop-Harrison et al., 1975; Kandasamy et al., 1994). Por ello se 
estima que son los tejidos del pistilo los que proveen de soporte, tanto físico 
como químico, para el crecimiento del tubo polínico (Lord y Sanders, 1992). 
 
INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO 
Incompatibilidad floral 
La auto-incompatibilidad es uno de los sistemas más empleados por las 
plantas para favorecer la heterocigosidad rechazando su propio polen. Este 
proceso se compone de un reconocimiento entre el polen y el pistilo, 
produciendo una inhibición del crecimiento de los tubos polínicos con la misma 
dotación genética que el pistilo.  
La mayoría de los sistemas de incompatibilidad han sido clasificados en 
dos tipos, esporofíticos y gametofíticos (de Nettancourt, 2001). En la 
incompatibilidad de tipo esporofítico, el fenotipo del polen está determinado por 
el genotipo diploide de la planta productora de polen y el rechazo del mismo 
sucede en la superficie del estigma, siendo característico de la familia de las 
Brasicaceae. En la incompatibilidad gametofítica el fenotipo del polen está 
determinado por el genotipo de la microspora individual (de Nettancourt, 2001). 
La incompatibilidad de tipo gametofítico se puede determinar mediante la 
observación del crecimiento de los tubos polínicos en el estilo. En los 
cruzamientos compatibles, los tubos polínicos son capaces de alcanzar la parte 
final del estilo, mientras que tanto en genotipos auto-incompatibles como en 
cruzamientos incompatibles, el crecimiento del tubo se detendrá en alguna parte 
del pistilo, generalmente en la mitad del estilo (Linskens y Konar, 1965).  
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Por otro lado, en plantas homomórficas el lugar de expresión de los genes 
que gobiernan la incompatibilidad constituye un importante criterio de 
clasificación de los mecanismos de incompatibilidad, pudiéndose expresar a lo 
largo de todo el pistilo, tanto en el estigma, como en el estilo o incluso en el 
ovario (de Nettancourt, 2001). En la mayoría de plantas con estigmas húmedos, 
como es el caso de las Rosáceas (Heslop-Harrison y Shivanna, 1977), la 
reacción de incompatibilidad ocurre a nivel del estilo. La inhibición en el estilo en 
general va asociada al sistema de incompatibilidad gametofítica (GSI). Sistemas 
GSI similares están también presentes en otras dos familias, las Solanaceae y 
Plantaginaceae (anteriormente denominada Scrophulariaceae; Albach et al., 
2005) (McClure et al., 1989; Xue et al., 1996). Este sistema de incompatibilidad 
estilar está controlado por un locus (S) monofactorial con múltiples alelos (S1, S2, 
…, Sn) y el rechazo en el estilo ocurre cuando el alelo S del gametofito haploide 
del tubo polínico es igual a cualquiera de los dos alelos S del tejido diploide del 
pistilo (de Nettancourt, 2001).  
 
Identificación y caracterización de los genes implicados en el Sistema de 
Incompatibilidad Gametofítico (GSI) 
La función femenina de la incompatibilidad está controlada por un gen que 
codifica una ribonucleasa específica para cada alelo (S-RNasa), que fue 
caracterizada por primera vez en Nicotiana alata (Anderson et al., 1986) y 
después en otras familias como Solanaceae, concretamente en la especie 
Petunia inflata (Ai et al., 1990). En Rosaceae se ha caracterizado en diferentes 
especies de la tribu Amygdaleae, como el cerezo (Prunus avium L.) (Bošković y 
Tobutt 1996) o el almendro (Prunus dulcis Mill.) (Tao et al., 1997) y en especies 
de la tribu Pyreae, emparentadas filogenéticamente con el níspero, como el peral 
japonés (Pyrus pyrifolia L.) (Sassa et al., 1993), el manzano (Malus x domestica 
Borkh.) (Broothaerts et al., 1995) o el peral europeo (Sanzol et al., 2006). 
La proteína de la S-RNasa contiene toda la información para determinar la 
S-especificidad en el pistilo, codificada en la secuencia de la S-RNasa (McClure, 
2009). La secuencia de la S-RNasa contiene cinco regiones conservadas C1 a 
C5 (Ishimizu et al., 1998) y residuos de histidinas localizados entre la región C2 y 
C3 (Ishimizu et al., 1995), además de dos regiones hipervariables, HVa y HVb 
(Ioerger et al., 1991). La variación de las secuencias de las S-RNasas es uno de 
los rasgos más notables de la proteína, donde la mayoría de los residuos están 
sujetos a variación, incluso en las zonas conservadas (Ishimizu et al., 1995). 
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Estas regiones son importantes en el reconocimiento del polen, pero no 
suficientes (Matton et al., 1997). Los estudios de la secuencia de las S-RNasas 
también indican que poseen señales de secreción y que son depositadas en la 
matriz extracelular (Anderson et al., 1989). Todas las S-RNasas contienen N-
glicanos, que no se requieren para la especificidad S propiamente dicha, pero es 
posible que faciliten la secreción y solubilidad en la matriz extracelular.  
Por otra parte, se han identificado factores no S-específicos que 
intervienen en el sistema de incompatibilidad, como el gen HT-B, produciendo 
una proteína rica en asparagina y, aunque su función no está del todo clara, su 
supresión interfiere en el rechazo del polen incompatible (McClure et al., 1999), 
además de que esta proteína solo se detecta cuando ha habido incorporación de 
S-RNasa en tubos polínicos (Goldraij et al., 2006). Otra proteína implicada en el 
sistema de incompatibilidad es la glicoproteína 120 kDa (120K), que se consume 
a lo largo del crecimiento del tubo polínico en la matriz extracelular del tejido 
transmisor (Lind et al., 1996). Ambas proteínas, HT-B y 120K, tienen 
implicaciones decisivas en los últimos pasos del sistema de incompatibilidad 
(McClure, 2009). 
También se ha visto recientemente que la función masculina de la 
incompatibilidad gametofítica está controlada por los genes específicos F-box del 
polen en las tres familias (Rosaceae, Solanaceae y Plantaginaceae). El gen F-
box específico del haplotipo S (SFB) ha sido identificado como el factor del polen 
en Prunus (Entani et al., 2003; Sonneveld et al., 2005), mientras que el gen F-
box del locus (SLF) se ha visto que controla la especificidad del polen en 
Solanaceae y Plantaginaceae (McClure, 2004; Sijacic et al., 2004). En especies 
de Pyreae, concretamente en los géneros Malus y Pyrus, se han identificado 
como posibles candidatos del polen S los genes F-box múltiples (SLF/SFBBs), 
también específicos del polen (Cheng et al., 2006; Sassa et al., 2007) aunque su 
papel en la auto-incompatibilidad no está todavía determinado (Kakui et al., 
2007; Okada et al., 2008). 
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Interpretación del Sistema de Incompatibilidad (SI) basado en las S-RNasas 
En los últimos 30 años se ha realizado un gran esfuerzo en el estudio de 
los sistemas de incompatibilidad gametofítica, mediante la identificación de los 
genes que controlan el SI y la caracterización de sus productos, con el fin de 
poder interpretar o tratar de establecer los aspectos fisiológicos del sistema de 
incompatibilidad gametofítica (McClure, 2009). Por un lado, las S-RNasas y F-
box determinan la S-especificidad y su interacción controla la compatibilidad; y 
por otro, los complejos formados con las proteínas del polen y sus interacciones 
con los factores del pistilo (como HT-B y 120K) determinan los modelos actuales 
de la incompatibilidad gametofítica. Las S-RNasas tienen un efecto citotóxico en 
los tubos polínicos incompatibles degradando el RNA (McClure et al., 1989; 
1990), por lo que emergió el modelo que explicaba el mecanismo fisiológico de la 
inhibición del tubo polínico incompatible, que se basaba en citotoxicidad de las S-
RNasas, secretadas en la matriz extracelular del tejido transmisor del pistilo 
(Gray et al., 1991). En las polinizaciones compatibles es el factor S del polen el 
que juega un papel importante en la evasión de la citotoxicidad de las S-RNasas 
(Thompson y Kirch, 1992), apareciendo diferencias entre especies de Prunus y 
Solanáceas, dejando muchas incógnitas por resolver (Hauck et al., 2006).  
La degradación preferente de las S-RNasas en los tubos polínicos trata de 
explicar la resistencia a la citotoxicidad, ya que las S-RNasas se incorporan en el 
citoplasma donde interactuan con las F-Box. Las S-RNasas diferentes a las 
propias participarían en procesos de ubiquitilación (indicativo de degradación por 
proteosomas) y, consecuentemente, serían degradadas en una polinización 
compatible (Huang et al., 2006; Hua y Kao, 2008).   
Otra interpretación del sistema de incompatibilidad basado en las S-RNasas es 
el modelo de compartimentalización, que consiste en que la S-RNasa es 
secuestrada por endocitosis y transportada en el conjunto de endomembranas 
del tubo polínico. Muchas de las S-RNasas son trasportadas a la vacuola y 
algunas de las S-RNasas podrían ser transportadas al retículo endoplasmático 
(RE), donde podría existir el sistema de endomembranas e interactuar con las 
SLF; además la S-especificidad se vería afectada por la estabilidad de HT-B. En 
la polinización incompatible se liberan las S-RNasas y por tanto se produce la 
degradación del RNA, en cambio, en la polinización compatible, se produciría la 
degradación del HT-B y, por tanto, el secuestro de la S-RNasa (Goldraij et al., 
2006) (Fig I.2).  
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Fig. I.2. Modelos para los sistemas de incompatibilidad basados en las S-RNasas (Modificado de 
McClure, 2009). S-RNasas (SRN). Retículo endoplasmático (RE). Arriba: Modelo de 
compartamentalización donde las S-RNasas son transportadas por un sistema de 
endomembranas. Abajo: Modelo de degradación de las S-RNasas, en que las S-RNasas 
interactuan con las SLF y se dan procesos de ubiquitilación (Ub).  
 
Incompatibilidad polen-pistilo en níspero japonés 
El níspero japonés es un árbol frutal que pertenece a la familia de las 
Rosáceas. Esta familia, como ya se ha dicho, comprende una serie de especies 
frutales que exhiben un sistema gametofítico de incompatibilidad (GSI) 
controlado por el locus multialélico S (de Nettancourt, 2001). Es previsible que el 
sistema de incompatibilidad en níspero, al igual que el resto de las Rosáceas, 
esté controlado por este locus S. Los productos estilares de este sistema de 
incompatibilidad son ribonucleasas, que son las responsables de la parada del 
crecimiento del tubo polínico en el estilo en los cruzamientos incompatibles 
(McClure et al., 1989). En otras especies pertenecientes a las Pyrinae y que 
comparten el GSI, se ha identificado las variantes asociadas a este gen 
polimórfico en el locus S (McCubbin y Kao, 2000), como es el caso del manzano 
(Broothaerts et al., 1995), del peral japonés (Sassa et al., 1996) o del peral 
europeo (Sanzol et al., 2006) entre otras. En esta tesis se plantea saber si 
realmente el gen S-RNasa está presente en níspero y si actúa de forma similar al 
resto de las Pyrinae. Para ello se explorará la incompatibilidad del níspero 
caracterizando genómicamente las S-RNasas, a través de técnicas basadas en 
la determinación alélica mediante PCR (Janssens et al., 1995; Ishimizu et al., 
1999; Sanzol y Robbins, 2008). Con todo ello se pretende identificar los alelos de 
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incompatibilidad en níspero, que junto con los datos de cruzamientos obtenidos 
en la observación del tubo polínico en el microscopio, será de gran ayuda para 
identificar los cruzamientos óptimos en níspero.  
El cultivo intensivo del níspero ha traído consigo problemas de cuajados 
erráticos en algunas zonas y se ha visto que la presencia de polinizadores 
mejora sustancialmente el rendimiento del cultivo (Kan et al., 1986; Martínez-
Calvo et al., 2000b; Karadeniz, 2002; Cuevas et al., 2003a). La identificación del 
sistema de incompatibilidad que opera en la especie, así como sus formas 
alélicas permitirán una correcta implantación de cultivo, evitando cuajados 
erráticos producidos por la presencia de polen incompatible. 
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OBJETIVOS 
En esta tesis se plantea abordar el estudio de la biología reproductiva del 
níspero japonés. Este objetivo general se desglosa en dos objetivos específicos, 
el primero caracteriza la fase progámica en genotipos compatibles y el segundo 
la interacción polen-pistilo en genotipos incompatibles:  
Objetivo específico 1. De polinización a fecundación. Caracterización 
del proceso reproductivo desde la polinización a la fecundación valorando 
cuando se adquiere y pierde la competencia del pistilo para apoyar el 
crecimiento de los tubos polínicos. 
Objetivo específico 2. Incompatibilidad polen-pistilo. Estudio del 
sistema de incompatibilidad polen-pistilo en níspero japonés, 
caracterizado tanto al microscopio como molecularmente este proceso.  
Estos dos objetivos específicos se desarrollan a lo largo de la tesis en 6 
capítulos. Para abordar el objetivo 1 se caracteriza la cinética del tubo polínico 
en el pistilo, determinando los tiempos necesarios para acometer cada fase, 
desde la polinización a la fecundación (Capítulo 1) y el momento de adquisición y 
pérdida de la madurez del pistilo (Capítulo 2).  
Para abordar el objetivo 2, es decir, el estudio del sistema de 
incompatibilidad polen-pistilo a la que pertenece el níspero japonés, se lleva a 
cabo a través de técnicas microscópicas (Capítulo 3 y 4) y moleculares (Capítulo 
5 y 6). En una primera fase se evalúa el comportamiento de la incompatibilidad 
en la especie para conocer el estado de desarrollo en el que se adquiere esta 
competencia (Capítulo 3) y posteriormente se caracteriza al microscopio el 
crecimiento del tubo polínico tras polinizaciones controladas, tanto en auto-
polinizaciones como en polinizaciones cruzadas en cultivares comerciales 
(Capítulo 4). En una segunda fase se caracteriza molecularmente la S-RNasa del 
níspero y se secuencian los alelos de incompatibilidad (Capítulo 5). Finalmente 
se genotipan los principales cultivares del Levante español (Capítulo 6). 
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1. LA FASE PROGÁMICA EN NÍSPERO JAPONÉS [ERIOBOTRYA 
JAPONICA (THUNB.) LINDL.] 
 
RESUMEN 
El níspero japonés (Eriobotrya japonica L.) es un árbol frutal que está 
adquiriendo importancia en zonas con clima subtropical como cultivo alternativo. 
En el Levante español se cultiva con buenos resultados, como alternativa a otros 
cultivos ya establecidos como los cítricos y las especies hortícolas. Sin embargo, 
en los últimos años y debido a la intensificación del cultivo, han aparecido 
mermas en los cuajados de algunas plantaciones. El desconocimiento de la 
biología reproductiva en esta especie parece ser el principal obstáculo para 
plantear soluciones a los problemas de cuajado observados. Por ello, se ha 
abordado el estudio del proceso que va de polinización a fecundación. En primer 
lugar, se ha descrito la morfología floral de los carpelos del níspero japonés. En 
una segunda etapa, se ha caracterizado la cinética del tubo polínico 
secuenciando los tiempos necesarios para acometer cada fase. Finalmente, se 
han caracterizado histoquímicamente los cambios que ocurren en el pistilo. Para 
ello, se han realizado cruzamientos controlados en campo polinizando el cultivar 
Algerie con polen compatible procedente del cultivar Golden, llevando a cabo 
fijaciones secuenciales en las cinco semanas siguientes a la polinización. 
Paralelamente se ha controlado el incremento de peso de las flores/frutos. La 
observación del crecimiento de los tubos polínicos a lo largo del estilo, así como 
su llegada al ovario, indican que la penetración en los óvulos en níspero japonés 
ocurre entre la primera y segunda semana tras la polinización determinando, por 
lo tanto, el inicio de la fructificación. Este periodo es importante para asegurar un 
buen cuajado, siendo clave para un manejo adecuado de las plantaciones de 
níspero japonés. 
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INTRODUCCIÓN 
El níspero japonés (Eriobotrya japonica L.) es un árbol frutal que está 
adquiriendo importancia en zonas con clima subtropical o templado cálido, como 
es el Levante español. En esta zona se cultiva esta especie con buenos 
resultados, como opción a otros cultivos ya establecidos como los cítricos y 
especies hortícolas. Sin embargo, en los últimos años se ha producido una 
intensificación del cultivo apareciendo mermas en los cuajados de algunas 
plantaciones. El principal obstáculo para plantear soluciones a los problemas de 
cuajado en níspero japonés es el desconocimiento de la biología reproductiva, 
por lo que se ha abordado el estudio que va de polinización a fecundación en 
esta especie.  
La fase progámica es aquella que comprende desde que el grano de 
polen entra en contacto con el estigma hasta que se produce la doble 
fecundación del saco embrionario (Linskens, 1986; Herrero, 1992). El proceso 
que controla el crecimiento del tubo polínico tiene rasgos comunes entre las 
especies de plantas de flor. Una vez que el grano de polen alcanza la superficie 
del estigma éste se hidrata para iniciar el crecimiento de la célula vegetativa. El 
tubo polínico crece extracelularmente desde las papilas hasta llegar al tejido 
transmisor. Las células espermáticas inmersas en el citoplasma del tubo polínico 
se concentran en el ápice (Steer y Steer, 1989) impidiéndose el retroceso gracias 
a tapones de callosa que se van formando en el tubo polínico (Knox, 1984). Este 
crecimiento extracelular por el tejido transmisor se mantiene a lo largo del estilo y 
se va nutriendo de los contenidos que encuentra en este espacio intercelular 
(Herrero, 1992). Una vez en el ovario, los tubos polínicos crecen en la superficie 
del obturador (Arbeloa y Herrero, 1987). El tubo polínico busca la superficie de la 
pared interior del ovario para alcanzar el óvulo a través del micropilo creciendo 
en la nucela donde tiene lugar la doble fecundación (Dresselhaus, 2006). Pero 
también puede suceder que el tubo polínico encuentre dificultades en el área 
estigmática, en el tejido transmisor o en el tejido ovárico deteniendo su 
crecimiento (Wheeler et al., 2001). Finalmente, la fecundación va a depender de 
factores que influyan en el crecimiento del tubo polínico por los diferentes tejidos 
que encuentre en su recorrido (Herrero y Hormaza, 1996), de una correcta 
sincronía polen-pistilo (Herrero, 2003) y de la propia morfología floral de la 
especie (Endress, 2001). 
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El níspero japonés es una especie cuya biología reproductiva es 
prácticamente desconocida. Lin (1999) basándose en estudios previos 
publicados en China describe la estructura del pistilo del níspero antes y después 
de la fecundación. El saco embrionario es de tipo Poligonum. El estigma húmedo 
contiene papilas y en el tejido transmisor del estilo se observan células de 
transferencia, que son células donde la parte interna de la pared, comúnmente 
plana, presenta engrosamientos irregulares. En los lóculos también se han visto 
estas células de transferencia, así como en las paredes exteriores del 
endospermo antes de formarse. Por otro lado, las células de los tegumentos 
internos y de la nucela aparecen ocasionalmente anquilosadas, algo que también 
se ha observado en la célula central y en el endospermo. Aldasoro (2005) 
también ha observado la cubierta de la semilla de esta especie y la característica 
principal es la ausencia de endospermo en la semilla madura. Por otro lado, los 
frutos en pomo presentan una curva de crecimiento acumulativa de forma 
sigmoide (Westwood, 1993), en el que se pueden distinguir tres etapas. Una fase 
inicial (Fase I), en la que se produce la mayor división celular, seguida de un 
rápido crecimiento del tamaño (Fase II), acaecido por el alargamiento de las 
células y alcanzando la mayoría el tamaño final. En la fase III el ratio de 
crecimiento decrece a medida que alcanza el tamaño final del fruto en la asíntota 
de la maduración (Dennis, 1988). 
Por tanto, aunque existen avances significativos en el estudio del 
desarrollo del fruto en esta especie, los acontecimientos que ocurren en la fase 
reproductiva que va de polinización a fecundación y crecimiento inicial del fruto 
en níspero son todavía desconocidos. Por ello se plantea la descripción 
morfológica de la flor y la caracterización de la fase progámica del níspero 
japonés.  
El níspero es una especie peculiar, que presenta diferencias con respecto 
a otros pomos. Florece en otoño y las inflorescencias crecen en la madera del 
año. Si bien el fruto del níspero, como el resto de las especies de su grupo, 
presenta pocas semillas, estas son tan grandes como las de los frutales de 
hueso, lo que hace pensar que el patrón de crecimiento del níspero podía 
pertenecer más a un modelo S doble que simple (Blumenfeld, 1980), con dos 
periodos de crecimiento, periodo de crecimiento lento (Fase II) asociado a un 
crecimiento rápido tanto del embrión como de la lignificación del endocarpo 
(Dennis, 1988). Blumenfeld (1980) propone que el crecimiento del fruto de esta 
especie es exponencial, aunque cabe decir que estas curvas no son completas, 
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ya que no incluye la etapa inicial de maduración. Para clarificar la curva de 
crecimiento del fruto del níspero otros autores plantean que los frutos crecen 
siguiendo un modelo sigmoidal simple, que es el modelo característico de los 
pomos (Rodríguez, 1983; Cuevas et al., 2003b). En este trabajo se plantea 
definir cuando arranca el crecimiento de la flor fecundada, dando importancia al 
comienzo del cuajado del níspero y así poder definir la pausa que acaece en el 
paso de polinización a fructificación en esta especie. 
La cuantificación del crecimiento de los tubos polínicos a lo largo del 
estilo, así como su llegada al ovario y la penetración de los óvulos nos indican 
cuándo ocurre la fecundación en níspero. Por otro lado, el patrón de crecimiento 
de las flores/frutos nos indica el comienzo del cuajado y todo ello nos 
determinará el inicio de la fructificación en esta especie, periodo clave para el 
manejo adecuado de plantaciones comerciales y del cuajado de las mismas. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material Vegetal 
Se han utilizado flores de níspero cv. Algerie injertados en patrones de 
níspero procedentes de semilla. Los árboles están localizados en el término 
municipal de Callosa d’en Sarrià (Alicante, España) en la parcela de 
experimentación que tiene la Cooperativa Ruchey. Se ha obtenido polen 
compatible del cultivar Golden a partir de árboles situados en la misma colección. 
Ambos genotipos, ‘Algerie’ y ‘Golden’, son intercompatibles y, a su vez, 
autoincompatibles (Capítulo 3). 
Obtención de polen 
Para la obtención de polen, se aislan las anteras y se dejan secar en 
papel a temperatura ambiente, hasta provocar su dehiscencia transcurridas 24 
horas. Todo el polen se ha obtenido de flores de níspero en estado globoso de 
‘Golden’ (estado 509 de la escala BBCH, ver resultados). El polen se separó de 
las anteras colándolo con una malla de 0,26 mm, se conservó a 4ºC en 
recipientes herméticos hasta su uso y se empleó para realizar las polinizaciones 
mediante la ayuda de un pincel fino. 
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Preparación para la observación de tubos polínicos 
Se han elegido ramas al azar de 6 árboles de níspero japonés cv. Algerie. 
Se han emasculado todas las flores de cada rama en el estado de botón globoso 
eliminando también los pétalos para evitar así la polinización entomófila (Free, 
1964). Las flores emasculadas y sin pétalos se marcaron con esmalte de uñas 
en el cáliz. Para el ensayo se han distinguido dos poblaciones de flores, una que 
se ha dejado sin polinizar o flores vírgenes y otra donde se han realizado 
polinizaciones cruzadas al día siguiente de la emasculación, que corresponde al 
día de la antesis.  
Se han llevado a cabo fijaciones secuenciales en FAA (Formaldehído-
Ácido Acético-Etanol 70%) (1:1:18) (Johansen, 1940) en las 5 semanas 
siguientes a la polinización tanto para las poblaciones de flores polinizadas como 
de flores vírgenes. Posteriormente, se realizaron unas series de 
deshidrataciones con alcohol butílico terciario (TBA) (70%, 85%, 95% y 100%, 
v/v), se incluyó en bloques de parafina (permaneciendo hasta un mes en parafina 
limpia) y se realizaron secciones de 10 µm paralelas al eje longitudinal del 
ovario, con un microtomo de rotación Leica Multicut 2045 (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Alemania). Previamente a las tinciones, las secciones de parafina se 
rehidrataron en tres lavados de Histoclear (CellPath, Hemel, UK), un lavado de 
Etanol:Histoclear (1:1, v/v) y una serie en etanol (100%, 70% y 40%, v/v). 
Las secciones se han teñido con azul de anilina para la callosa (Currier, 
1957; Linskens y Esser, 1957) que muestra el camino del tubo polínico en su 
recorrido progámico, siguiendo una de las metodologías descritas para otras 
especies (Herrero y Arbeloa, 1989). Los cortes se han observado bajo el 
microscopio Leica DM2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) de 
epifluorescencia con el filtro A (filtro excitador BP 340-380 y filtro bloqueador LP 
425). Las fotografías en fluorescencia se han tomado con una cámara digital 
Leica DC-150 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 
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Preparaciones histoquímicas 
Para la preparación histoquímica se han fijado flores del cv. Algerie tanto 
sin polinizar en el estado de botón globoso como a los siete días tras la antesis 
polinizadas con polen del cv. Golden, y mantenidas en campo; la cubierta pelosa 
del receptáculo se eliminó antes de la fijación. El receptáculo con los pistilos se 
fijaron en paraformaldehído (Merck, Darmstadt, Alemania) al 4% en tampón 
fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 
pH 7,4) (p/v). Las flores se conservaron en el fijador durante una noche a 4ºC y 
al día siguiente se realizaron tres lavados en tampón PBS de 10 min cada uno. 
La conservación de las muestras se realizó en paraformaldehído al 0,1% en 
tampón PBS para evitar que revierta la fijación y se mantuvieron a 4ºC hasta su 
utilización (Satpute et al., 2005; Solís et al., 2008).  
Previamente a la inclusión de los pistilos en resina JB-4 (Polysciences, 
Inc., Warrington, Philadelphia, USA) las muestras se lavaron en tampón fosfato 
0,03 M a 4ºC durante una noche y al día siguiente se deshidrataron realizando 
cambios en una serie de alcoholes (35%, 50%, 75% y 95%) de una hora de 
duración cada uno. Posteriormente se mantuvieron en solución de infiltración 
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial durante una semana 
aproximadamente a 4ºC, para cambiarlas luego a la solución catalizada y 
proceder a la inclusión en cápsulas. Se han realizado secciones de 2 µm del 
estigma y del estilo de las flores incluidas con un ultramicrotomo Leica EM UC6 
(Cambridge, UK), colocadas sobre una gota de agua en portaobjetos cubiertos 
previamente con gelatina 1% (p/v).  
Los cortes se han teñido histoquímicamente con diferentes soluciones 
(Tabla 1.1). Para la callosa se ha empleado azul de anilina al 0,1% (v/v) en 0,1 N 
PO4K3 (Currier, 1957; Linskens y Esser, 1957) dejando actuar al menos 30 min. 
Para la celulosa se ha utilizado Calcofluor al 0,07% (p/v) en agua destilada 
(Hughes y McCully, 1975) durante 1 min y lavado de 5 min. La cutina se ha 
observado con Auramina 0,01% (p/v) en tampón fosfato 0,05 M (pH 7,8) (Heslop-
Harrison, 1977) durante 30 s. Para visualizar el ADN, ARN (citoplasma y núcleo) 
y el sistema vascular se ha empleado Naranja de Acridina 0,01% (p/v) en tampón 
fosfato 0,03 M (Dudley et al., 1987) durante 1 min y dos lavados de 5 min. 
También se realizaron combinaciones histoquímicas de Calcofluor y Auramina 
para celulosa y cutina donde las tinciones se realizaron en este orden dejando 
actuar a la Auramina durante 10 min y secado en placa. Para el almidón y otros 
polisacáridos insolubles, sobre todo de la pared celular, se ha empleado PAS; 
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para ello los cortes se mantuvieron en ácido periódico al 0,5% (p/v) en agua 
destilada (Feder y Obrien, 1968) dejando actuar el ácido periódico durante 90 
min, después se lavaron tres veces en 10 min, los cortes se mantuvieron 60 min 
en reactivo de Schiff en oscuridad y, finalmente, se lavaron tres veces en 10 min 
de duración en total. Los cortes se tiñeron también durante 90 s y posterior 
lavado y secado con Azul de Toluidina al 0,02% (p/v) en agua destilada que tiñe 
en general ADN, ARN, fosfatos, polisulfatos, ácidos policarboxílicos (incluidos 
ácido algínico y ácido peptídico), lignina y algunos polifenoles (Feder y Obrien, 
1968). Para observar la estructura general y localización de reservas se empleó 
la combinación de PAS y Azul de Toluidina, que se realiza en este orden 
secando entre una y otra tinción en placa a 60ºC. 
 
Tabla 1.1. Tinciones histoquímicas empleadas, sustratos teñidos y protocolo.  
Luz Tinciones Sustrato teñido Composición  Procedimiento Referencia 
Azul de 
anilina 
Callosa  
(azul brillante) 
Azul de anilina 0,1% (v/v) en 
PO4K3 0,1 N  
30 min (Currier, 1957; 
Linskens y Esser, 
1957) 
Calcofluor Celulosa  
(azul intenso) 
Calcofluor 0,07% (p/v) en agua 
destilada  
1 min  
Lavado 5 min  
(Hughes y McCully, 
1975) 
Auramina Cutina (amarillo 
verdoso brillante) 
Auramina 0,01% (m/v) en 
tampón fosfato 0,05 M (pH 7,8) 
30 s  
 
(Heslop-Harrison, 
1977) 
Naranja de 
Acridina 
ADN (verde), ARN 
(naranja), xilema y 
secreciones 
(distintos colores) 
Naranja de Acridina 0,01% (p/v) 
en tampón fosfato 0,03 M 
1 min 
Lavado (2 veces de 5 min) 
(Dudley et al., 1987) 
Flu
or
es
ce
nc
ia 
Calcofluor y 
Auramina 
Celulosa y cutina Calcofluor 0,07% (p/v) 
Auramina 0,01% (p/v) en 
tampón fosfato 0,05 M (pH 7,8) 
Tinción de Calcofluor 
Secado 
Auramina 10 min 
Secado 
 
PAS Carbohidratos 
insolubles (rojo) 
Ácido periódico 0,5% (p/v)       
en agua destilada      
(caducidad: 3 días)  
Reactivo de Schiff 
90 min ácido periódico  
Lavar (3 veces en 10 min) 
60 min Schiff en oscuridad  
Lavar (3 veces en 10 min) 
(Feder y Obrien, 
1968) 
Azul de 
Toluidina 
Peptina (rojo) y 
fenoles (verde) 
Azul de Toluidina al 0,02% (p/v) 
en agua destilada 
90 s  
Lavado y secado 
(Feder y Obrien, 
1968) Lu
z n
or
ma
l 
PAS y Azul 
de Toluidina 
Estructura general 
y reservas 
Ácido periódico 0,5% 
Reactivo de Schiff 
Azul de Toluidina al 0,02% (p/v) 
Tinción PAS 
Secado 60ºC 
Tinción Azul de Toluidina 
(Feder y Obrien, 
1968) 
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Los cortes se observaron bajo un microscopio Leica DM2500 (Cambridge, 
UK) de epifluorescencia con el filtro A (filtro excitador BP 340-380 y filtro 
bloqueador LP 425) para tinciones de azul del anilina, filtro D (BP 355-425 y LP 
470) para tinciones de calcofluor y filtro I3 (BP 450-490 y LP 515) para Naranja 
de Acridina y Auramina. PAS y Azul de Toluidina se observaron con luz normal. 
Las fotografías en fluorescencia se han tomado con una cámara digital Leica DC-
150 (Cambridge, UK) y para luz normal con una cámara Leica DC-300 
(Cambridge, UK) conectada al microscopio. 
Control de peso de las flores/frutos 
Para saber si existen cambios se compararon los pesos entre las flores 
frescas y las flores conservadas tras varios meses en fijador. Se tomaron flores 
de níspero cv. Golden a las que se eliminó el borde del receptáculo que precede 
al cáliz con la ayuda de un bisturí y se pesaron en una balanza electrónica. 
Posteriormente estas flores fueron fijadas en FAA (Formaldehído-Ácido Acético-
Etanol 70%) (1:1:18) (Johansen, 1940) y, cinco meses después, fueron pesadas 
en la misma balanza electrónica. Las flores fijadas se escurrieron unos segundos 
sobre un papel absorbente. 
Para el establecimiento del patrón de crecimiento se han caracterizado 
flores de níspero durante dos años consecutivos. Para poder controlar una 
población de flores sincronizadas, el seguimiento se hizo emasculando flores que 
se encontraban en estado globoso, posteriormente se dejaron dos poblaciones: 
flores polinizadas con polen compatible y flores vírgenes no polinizadas (Sanzol, 
2001); se fijaron flores una vez por semana, durante 7 semanas el primer año y 6 
semanas el siguiente año. El primer año del ensayo se eliminó el borde del 
receptáculo que precede al cáliz de cada flor con la ayuda de un escalpelo y las 
flores se fijaron secuencialmente en FAA. El segundo año del estudio las flores 
de níspero fueron peladas, es decir, se eliminó con bisturí el recubrimiento 
peloso que rodea al ovario, ya que daba problemas a la hora de realizar los 
cortes en el microtomo y, posteriormente, se fijaron en FAA. Los datos de peso 
se realizaron en una balanza electrónica Sartorius CP225D (Sartorious AG, 
Göttingen, Germany) y cada flor se escurrió unos segundos sobre un papel 
absorbente. 
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RESULTADOS 
Estados fenológicos 
Para la descripción de los estados fenológicos de las flores de níspero se 
ha empleado la escala BBCH (Martínez-Calvo et al., 1999). Previamente se 
definen los estados fenológicos del níspero siguiendo la nomenclatura clásica de 
Fleckinger (Espinosa et al., 1997) y posteriormente se emplea la escala BBCH 
correlacionando con la nomenclatura utilizada por Espinosa et al. (1997). Dado 
que en estas escalas no estaban definidos todos los estados de la floración 
empleados en este estudio y teniendo en cuenta que la escala BBCH fue 
definida para la inflorescencia completa, se han concretado los estados 
puntuales referidos a flores individuales empleados en este trabajo, en relación al 
estado dominante de la panícula (Tabla 1.2).  
 
Tabla 1.2. Estados de desarrollo de la flor de níspero del cultivar Algerie, desde botón globoso a 
morro cerrado y sus correspondencias entre la escala BBCH y la escala Fleckinger.  
Estado fenológico Escala BBCH 
Escala 
Fleckinger Descripción 
Botón globoso Estado 509   D3 Botón blanco hinchado, todavía sin abrir 
Antesis con anteras sin 
dehiscir 
Estado 600 E La flor acaba de abrir, pero las anteras no han dehiscido 
Antesis con anteras 
dehiscidas  
Estado 601 F1 Las anteras han dehiscido completamente y el polen se libera 
Filamentos marrones Estado 606* F2 La flor conserva el color blanco de los pétalos, pero los 
filamentos han oscurecido 
Caída de pétalos o 
estado d’emtabacá 
Estado 607 G Los pétalos se tornan marrones. Comienza la caída de algunos 
pétalos  
Morro cerrado Estado 609 H Cuajado del fruto. Los sépalos se juntan en un punto común. Al 
presionar el fruto tiene rigidez y se aprecia un abultamiento 
*Estado no definido anteriormente  
El día antes de la apertura, la flor se encuentra en estado de botón 
globoso (Fig. 1.1.a). En el momento de la antesis las anteras no están dehiscidas 
(Fig. 1.1.b) y dehiscen más tarde (Fig. 1.1.c). Posteriormente los filamentos de 
las anteras se tornan marrones (Fig. 1.1.d) y después también los pétalos (Fig. 
1.1.e). A partir de este momento una población de flores permanece en este 
estado hasta que caen, mientras que en otra proporción de las flores los sépalos 
se cierran y el receptáculo engrosa en lo que se ha denominado estado de morro 
cerrado (Fig. 1.1.f). Es el estado de morro cerrado en el que se observa 
externamente el cuajado inicial en la especie. 
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Fig. 1.1. Estados de desarrollo de la flor de níspero cv. Algerie después de antesis. a Flor en 
estado de botón globoso (Estado 509 de la escala BBCH), b Flor en antesis con anteras sin 
dehiscir (Estado 600 de la escala BBCH), c Flor con anteras dehiscidas (Estado 601 de la 
escala BBCH), d Flor con anteras dehiscidas y filamentos marrones (Estado 606 de la escala 
BBCH), e Caída de pétalos o estado d’emtabacá (Estado 607 de la escala BBCH), f Morro 
cerrado (Estado 609 de la escala BBCH). 
b
d
f 
a
c
e
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Morfología floral 
Algunas de las características más notables de las flores del níspero son 
su situación en las extremidades de las ramas y la floración en otoño e invierno, 
entre los meses de noviembre a febrero, según los climas. También les identifica 
un profundo olor característico y tienen de 2-3 cm de diámetro, variando entre 
cultivares (Oppenheimer y Reuveni, 1961). El periantio está conformado por un 
cáliz gamosépalo verde acampanado de cinco puntas, corola con cinco pétalos 
color crema amarillento o rosados, veinte estambres insertos en el borde de un 
eje central o receptáculo (Gariglio et al., 2002) y el ovario ínfero, pero poco 
profundo, que se encuentra adherido al cáliz (Fig. 1.2.a y 1.2.b).  
Anatómicamente, la flor del níspero está compuesta por un número medio 
de 5 estilos libres (Fig. 1.2.c) insertados en un hipanto (Rohrer et al., 1994) que 
se concentran en la base hacia la cavidad ovárica. Cada estilo conecta el 
estigma con el ovario, el cual está compuesto por 5 lóculos o carpelos (en algún 
caso se observan 6) que contienen dos óvulos cada uno (Fig. 1.2.d). El óvulo del 
níspero es anátropo, es decir, sufre una curvatura de 180º, está completamente 
invertido (Fig. 1.2.e), además de bitégmico y crasinucelado.  
La parte distal del pistilo es el estigma y es la primera superficie donde 
entran en contacto los granos de polen. La flor del níspero está formada por un 
estigma húmedo que es una estructura globular cubierta de una densa capa de 
papilas vacuoladas unicelulares rodeadas de cutina (Fig. 1.3.a).  
Las células subepidérmicas del estigma o tejido estigmatoide dan paso al 
estilo formado por un corazón central de células alargadas: el tejido transmisor 
rodeado por una corteza parenquimática y la epidermis donde se distribuyen la 
mayoría de vasos conductores (Fig. 1.3.b). A medida que se avanza hacia el 
ovario de la flor, el tejido transmisor se estrecha tanto en superficie total como el 
tamaño de sus células (Fig. 1.3.c). Por otro lado, el número de tubos polínicos 
decrece a lo largo del estilo a medida que avanza hacia la base, de la misma 
manera que el diámetro del tejido transmisor. En cruzamientos compatibles se ha 
estimado un número medio de 35 tubos polínicos por estilo penetrando en el 
tejido transmisor, en flores polinizadas en antesis cuatro días después de la 
polinización, mientras que en la base del estilo se ha obtenido un número medio 
de 5,4 tubos por estilo para los cruzamientos ‘Algerie’ x ‘Golden’.  
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Fig. 1.2. Morfología floral de níspero japonés. a Representación esquemática de la flor de 
níspero japonés (adaptado de Mc Gregor, 1976), b Corte longitudinal de una flor en estado de 
botón globoso (barra = 2 mm). c Vista superior de los 5 estilos libres (barra = 1 mm), d Posición 
axial de cada pareja de óvulos por lóculo (barra = 2 mm) y e Óvulo anátropo con la zona 
micropilar enfrentada al obturador (barra = 0,5 mm).  
 
b
a c
d
e
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Fig. 1.3. Características anatómicas del estigma y del estilo de níspero japonés cv. Algerie de 
flores en estado globoso sin polinizar. Sección en resina de 2 µm teñidas con naranja de 
acridina y auramina (a, b, c). a Sección longitudinal de células papilares del estigma (barra = 25 
µm). b Corte transversal del estilo en la parte superior (barra = 125 µm). c Corte transversal del 
estilo en la zona cercana a la base del mismo (barra = 125 µm). d Representación esquemática 
del estigma y estilo mostrando la dirección de corte de las secciones. 
B’  
d 
B  
A 
A’  
C’  C  
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Los estilos se agrupan en su base y, al llegar al receptáculo, se sueldan, 
pero mantienen separados los canales estilares que conectan con el lóculo de 
cada carpelo. El gineceo del níspero japonés está formado por un ovario 
pentacarpelar, sincárpico (con carpelos fusionados) (Fig. 1.4.a). La placentación 
es axial, ya que los óvulos se unen a la placenta en un eje central (Fig. 1.4.b), 
compartiendo cada par de óvulos un obturador.  
El óvulo está formado por la nucela, que alberga al saco embrionario y 
está envuelta por dos tegumentos que forman en el ápice el exostoma, que es la 
entrada para el tubo polínico a través del micropilo (Fig. 1.4). Normalmente en la 
morfología floral de las angiospermas, el tegumento externo rodea al tegumento 
interno del óvulo. En el caso del níspero cv. Algerie, se ha observado en antesis 
que es el tegumento interno el que sobresale (Fig. 1.4.c).  
El óvulo está conectado a la placenta por el funículo, provisto de haces 
vasculares y el exostoma está cercano al lugar donde se inserta el óvulo en la 
placenta. A partir del funículo aparecen una serie de tejidos continuos alrededor 
del óvulo, como el rafe (parte del funículo que camina paralelo a la nucela), la 
calaza (región entre el rafe y la nucela, donde se insertan los integumentos) y la 
nucela (lugar donde ocurre la megasporogénesis) y que alberga al saco 
embrionario o megagametofito (Fig. 1.4). 
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Fig. 1.4. Anatomía del receptáculo floral de níspero japonés. a Representación esquemática de 
la disposición del par de óvulos anátropos por lóculo del receptáculo floral de níspero 
(obturador, micropilo, intertegumentos, exostoma, nucela, calaza, rafe, funículo y saco 
embrionario). b Placentación axial y morfología del obturador (barra = 200 µm). c Zona 
micropilar del óvulo mostrando el tegumento interno y externo. (barra = 100 µm). Secciones en 
parafina de 10 µm teñidas con azul de anilina (b, c). 
a 
cb
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Cinética del tubo polínico 
Se han observado también los cambios acaecidos en los estigmas y 
estilos a la semana tras la polinización. Las papilas estigmáticas antes de antesis 
están perfectamente conformadas (Fig. 1.5.a), al igual que las células del tejido 
transmisor que no han perdido su turgencia (Fig. 1.5.b). Sin embargo, las células 
estigmáticas una semana después de la polinización han perdido su redondez, 
se han degradado y han comenzado su senescencia (Fig. 1.5.c, 1.5.d). Una vez 
que el grano de polen ha germinado se deforma y se observa como el tubo 
polínico ha crecido intercelularmente en el tejido transmisor. En los espacios en 
los que hay tapones de callosa el tubo polínico mantiene su forma circular en 
cortes transversales, pero en los espacios en los que no, se observa que se 
modifica la forma adaptándose al espacio disponible entre las células (Fig. 1.5.e).  
A las 24 horas tras la polinización se ha observado, en condiciones 
normales, como la mayoría de los granos de polen han germinado y los tubos 
polínicos crecen entre las células del tejido transmisor del estilo, llegando alguno 
incluso a la base del estilo (Capítulo 2). Una vez en el receptáculo floral, los 
tubos polínicos descienden por el canal estilar que conecta con cada lóculo (Fig. 
1.6.a). Se han observado tubos polínicos rodeando cada óvulo, pero no en el 
espacio entre los óvulos (Fig. 1.6.b). Posteriormente, los tubos polínicos rodean 
el obturador que guía la entrada del óvulo a través del micropilo por el exostoma 
(Fig. 1.6.c). Una vez en el óvulo, el tubo polínico descargará las células 
espermáticas y se producirá la doble fecundación (Fig. 1.6.d).  
Los tubos polínicos comienzan a llegar al lóculo y a los óvulos en la 
primera semana después de la polinización. Sin embargo, es a partir de la 
segunda semana tras la polinización cuando se observan tubos polínicos en 
alguno de los óvulos de cada flor y en un porcentaje cercano o superior al 50% 
de los óvulos (Fig. 1.7). El estado de morro cerrado (Fig. 1.1.f) en el que los 
sépalos se cierran en una proporción de las flores ocurre entre la tercera y cuarta 
semana tras la polinización, observándose diferencia de tamaño entre los óvulos 
fecundados y los no fecundados al microscopio. Por otro lado, en estado de 
morro cerrado en la 4ª semana se ha observado que tan solo el 40% de los 
óvulos presentan tubos polínicos en la nucela y en el 60% restante ni siquiera se 
observan tubos polínicos en el obturador. Todas las flores en morro cerrado 
tienen algún óvulo fecundado, e incluso en el 75% de las flores que no cierran se 
han observado tubos polínicos en la nucela.  
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Fig. 1.5. Estilo de níspero en antesis y cambios a la semana de la polinización del estigma. a 
Papilas estigmáticas en antesis (día 0). b Tejido transmisor en anteis. c Papilas estigmáticas en 
día 7 y grano de polen ya germinado. d Papilas estigmáticas en día 7 y restos de exina de los 
granos de polen. e Tubos polínicos atravesando el tejido transmisor en día 7. Tinción mixta de 
azul de anilina, auramina y naranja de acridina (a, d). Tinción con azul de anilina (c). Tinción con 
calcofluor (b, e). Secciones en resina de 2 µm (barra = 25 µm) (a, b, c, d, e). 
ca
d
b e
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Fig. 1.6. Camino del tubo polínico en níspero. a Descenso de los tubos polínicos por el canal 
estilar (barra = 100 µm). b Recorrido por el lóculo del tubo polínico (barra = 200 µm). c Tubos 
polínicos en el obturador (barra = 50 µm). d Entrada del tubo polínico en el interior del óvulo a 
través del micropilo (barra = 100 µm). Secciones en parafina de 10 µm teñidas con azul de 
anilina (a, b, c, d). 
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Fig. 1.7. Penetración del tubo polínico en el óvulo. Porcentaje de flores () y de óvulos () con 
presencia de tubos polínicos (TP) en la nucela desde la polinización hasta 5 semanas después. 
 
Con frecuencia se ha observado un crecimiento desordenado del tubo 
polínico en el lóculo (Fig. 1.8.a), además de una alta densidad de tubos polínicos 
en el obturador (Fig. 1.8.b). Asimismo se ha visto penetración del tubo polínico 
entre los integumentos interno y externo (Fig. 1.8.c) e incluso una penetración 
caótica en el micropilo (Fig. 1.8.d). También se ha observado que 
aproximadamente el 25% de los óvulos con tubos polínicos presentaban dos o 
más tubos polínicos en la nucela (Fig. 1.8.e) y en un 32% de los óvulos con 
tubos polínicos se ha observado crecimiento tortuoso en algún punto del interior 
de la nucela (Fig. 1.8.f).   
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Fig. 1.8. Comportamientos del tubo polínico en el ovario en níspero. a Crecimiento desordenado 
del tubo polínico en el lóculo. b Alta densidad de tubos polínicos en el obturador. c Penetración 
del tubo polínico entre integumentos. d Penetración caótica en el micropilo. e Óvulo con dos 
tubos polínicos en el micropilo. f Crecimiento tortuoso y anormal en la nucela y entrada en el 
saco embrionario. Secciones en parafina de 10 µm teñidas con azul de anilina (Barra = 100 µm) 
(a, b, c, d, e, f). 
a b
c d
e f 
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Inicio del crecimiento de frutos 
Para saber si existen cambios entre las flores frescas y las flores 
conservadas tras 5 meses en fijador se ha realizado una comparativa de pesos. 
Se ha visto que la flor de níspero aumenta como media un 11,6 % el peso fijado 
frente a la flor fresca, con datos entre 8,5 y 22,4 %. El coeficiente de correlación 
de 0,94 nos indica que existe alta relación entre ambas variables, por lo que es 
válido utilizar flores fijadas para establecer los patrones de crecimiento (Fig. 1.9).  
 
Fig. 1.9. Correlación entre el peso de flores frescas y flores fijadas en FAA (Formaldehído-Ácido 
Acético-Ethanol 70%) (1:1:18). 
 
El patrón de crecimiento de las flores de níspero indica el momento en el 
que se produce la inducción del crecimiento del ovario, marcando el inicio de la 
fructificación. Para ello se controlaron los pesos de flores individuales durante las 
primeras semanas después de la antesis y para los dos años de estudio. El 
primer año el ensayo se hizo para carpelos completos (Fig. 1.10) y el segundo 
año para carpelos en los que se había eliminado la cubierta lanuda (Fig. 1.11). El 
porcentaje sobre el peso al que equivale la caperuza en cada flor es, como 
media, 70,24% (valores entre 63,43% a 82,49%). El peso de la cubierta lanuda 
no aumenta con el peso de la flor, ya que no se registró correlación entre el peso 
del receptáculo y el de la cubierta lanuda (R2=0,232).  
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A partir del control de peso de las dos poblaciones se ha determinado los 
posibles periodos de crecimiento de la flor de níspero. En los primeros días 
después de antesis (Fig. 1.10 y 1.11) las dos poblaciones evolucionaron de 
forma similar, pero a partir de la segunda semana el primer año (Fig. 1.10) y de 
la primera semana el segundo año del estudio (Fig. 1.11) en la población de 
flores polinizadas se registró un incremento general en el peso, que permitió la 
separación de estas dos poblaciones, la de flores que crecían y la de las que 
permanecían sin incremento de peso. Se registró otro periodo de crecimiento de 
las flores polinizadas a partir de la séptima semana (Fig. 1.10), mientras que en 
las flores vírgenes se mantuvo constante el peso durante todo el ensayo (Fig. 
1.10.a y 1.11.a). 
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Fig. 1.10. Crecimiento de carpelos polinizados y no polinizados con el recubrimiento peloso del 
receptáculo durante las 7 primeras semanas después de antesis en la floración de 2004 para el 
cruce ‘Algerie’ x ‘Golden’. Evolución del peso del carpelo en a Flores no polinizadas, b Flores 
polinizadas y c Crecimiento medio de flores polinizadas () y flores vírgenes () (± error 
estándar). 
 
 
 
a 
b
c 
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Fig. 1.11. Crecimiento de carpelos polinizados y no polinizados sin el recubrimiento peloso del 
receptáculo durante las 6 primeras semanas después de antesis en la floración de 2005 para el 
cruce ‘Algerie’ x ‘Golden’. Evolución del peso del carpelo en a Flores no polinizadas, b Flores 
polinizadas y c Crecimiento medio de flores polinizadas () y flores vírgenes () (± error 
estándar). 
a 
b 
c 
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DISCUSIÓN 
Se ha caracterizado la fase que va desde la polinización a la fecundación 
en níspero japonés. Para ello, se ha descrito la morfología floral con el fin de 
enmarcarla dentro de la subtribu Pyrinae a la que pertenece. Posteriormente se 
ha secuenciado el proceso reproductivo estableciendo los tiempos necesarios 
para la fase progámica, determinando la llegada de los tubos polínicos al ovario y 
la penetración en los óvulos. Paralelamente se determinó el inicio de la 
fructificación mediante el control del peso de las flores/frutos. 
Morfología floral en níspero en relación a la subtribu Pyrinae 
En níspero japonés la flor estándar tiene 5 pétalos y 5 pistilos, pero no 
todas siguen este patrón. Así, Oppenheimer y Reuveni (1961) encontraron una 
variabilidad entre cultivares del 44-90% de flores normales frente a flores con 
mayor o menor número, tanto de pétalos como de pistilos.  
La flor de níspero corresponde al tipo de las especies de Pyrinae, formada 
por cinco carpelos, cada una con su estigma, estilo y un par de óvulos. Cuando 
estos carpelos están congénitamente fusionados se denomina ginoecio 
sincárpico. Entre las especies pertenecientes a la subtribu de las Pyrinae existe 
variabilidad en el lugar de unión de los carpelos (Rohrer et al., 1991; Rohrer et 
al., 1994). Cuando la fusión se produce a nivel del estilo, o incluso en la zona 
inicial del ovario, se denomina sincarpia perfecta, en la que existe una zona entre 
los carpelos llamada cómpitum (Carr y Carr, 1961) en la que los tubos polínicos 
se pueden distribuir por cualquiera de los carpelos. Sin embargo, cuando la 
fusión ocurre a nivel del ovario se denomina sincarpia imperfecta, entendiéndose 
para aquellas especies que sus carpelos están unidos pero carecen de cómpitum 
(Sheffield et al., 2005).  
En níspero japonés se ha observado que no existe unión de los canales 
estilares, careciendo de cómpitum, característica que influye directamente en el 
camino del tubo polínico, ya que cada tejido transmisor continua 
independientemente hasta alcanzar su lóculo. La ausencia de cómpitum influye 
directamente en el cuajado final, sobre todo cuando existen problemas en la 
polinización (Sheffield et al., 2005), con efectos directos en la calidad y cantidad 
de fruto y en la variabilidad de las producciones y la distribución de las semillas 
(Williams et al., 1993). Además la sincarpia imperfecta tiene una serie de 
desventajas evolutivas frente a la sincarpia perfecta (Endress, 2001) entre las 
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que se pueden incluir un menor cuajado ya que no existe una distribución regular 
de los tubos polínicos, una pérdida de recursos en la construcción de la flor, 
además de una disminución de la competencia gametofítica de los tubos 
polínicos (Williams et al., 1993). Por ello, el níspero japonés se podría considerar 
como una especie evolutivamente más primitiva que otras especies de la 
subtribu de las Pyrinae con sincarpia perfecta y presencia de cómpitum, como el 
caso de cultivares de manzano europeo (Malus x domestica) (Sheffield et al., 
2005) e incluso aquellas de sincarpia imperfecta, pero con existencia de unión de 
los canales estilares, como es el caso de otras subespecies de manzano 
europeo silvestre (Cresti et al., 1980). 
Las flores de níspero presentan una placentación axial donde el ginoecio 
está sujeto por una estructura de eje central con un ovario dividido en cinco 
lóculos con dos óvulos cada uno. La placenta tiene una protuberancia que se 
asemeja a la descripción del obturador (Tilton y Horner, 1980) que se ha visto en 
otras especies que es crucial para el desarrollo y guía del tubo polínico para 
introducirse a través del micropilo (Arbeloa y Herrero, 1987; González et al., 
1996). Aunque en este trabajo no se han explorado posibles cambios en esta 
estructura, el hecho de que los tubos polínicos se dirigen hacia el óvulo a través 
de esta protuberancia respaldaría su función como obturador. El examen de los 
cambios en desarrollo podrá dar una solución definitiva a la función de esta 
estructura.  
La comparación de los resultados de morfología floral obtenidos en este 
trabajo en níspero japonés con los de otras especies de la subtribu de las 
Pyrinae pueden ser de gran utilidad para aclarar el posible origen y evolución de 
la subtribu y sus relaciones con otras subtribus de las Rosáceas (Evans y 
Dickinson, 2005) y las relaciones filogenéticas entre las distintas especies 
(Aldasoro et al., 2005; Campbell et al., 2007). 
Comportamiento del tubo polínico 
El camino del tubo polínico en la fase que va desde polinización a 
fecundación en níspero sigue patrones similares a otras especies, sobre todo a 
aquellas con las que está filogenéticamente más cerca. El polen llega a la 
superficie del estigma donde las células especializadas del estigma sirven de 
sustrato a los granos de polen, permiten la rehidratación y germinación de los 
granos de polen y comienza el crecimiento del tubo polínico a través de la matriz 
intercelular del tejido transmisor, que provee al tubo polínico de nutrientes 
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(Herrero, 1992). Una vez el tubo polínico irrumpe en el ovario continua su 
crecimiento por la superficie del funículo. En peral se ha observado que la 
distribución de los tubos polínicos en la parte superior del funículo no es aleatoria 
(Sanzol, 2001), mientras que en níspero no se ha observado crecimiento del tubo 
polínico entre los óvulos, probablemente debido a la propia morfología de cada 
par de óvulos en cada lóculo ovárico, ya que se encuentran prácticamente 
solapados en la zona de contacto.  
Posteriormente los tubos polínicos rodean el obturador encargado tanto de 
alimentar como de guiar el camino del tubo polínico hasta la entrada del 
micropilo. En ocasiones se ha visto como algunos tubos polínicos se desorientan 
en el exostoma mientras que otros son capaces de penetrar (Arbeloa y Herrero, 
1987), dependiendo de secreciones celulares que se producen en esta zona 
(Herrero, 2000). Generalmente, en las especies frutales de zonas templadas se 
observa un tubo polínico entrando por el micropilo, aunque en algunas 
situaciones se han observado varios (Hedhly, 2003). En níspero se ha observado 
en un 25% de los casos dos o más tubos. En Arabidopsis thaliana se han aislado 
unos mutantes llamados magatama (maa) en los que se observa una pérdida de 
las señales que provee el gametofito femenino en la orientación del tubo polínico 
a través del funículo y del micropilo (Shimizu y Okada, 2000). La pérdida de 
estas señales permite la entrada de varios tubos polínicos en el micropilo, por lo 
que se cree que existe un mecanismo que lo regula, explicando casos de 
poliespermia en angiospermas. Pero se desconoce en níspero la causa de este 
comportamiento. Así como sí es específica del cultivar Algerie utilizado en este 
trabajo, o si está conservada en esta especie.  
Habitualmente el megagametofito se encuentra inmerso en la nucela que 
está envuelto por dos tegumentos en los que el tegumento externo rodea al 
tegumento interno. Se ha observado en el cultivar Algerie en antesis que el 
tegumento interno sobresale sobre el externo. Una situación similar se ha 
observado en Magnolia grandiflora y se ha interpretado como una falta de 
madurez por parte del tegumento externo (Umeda et al., 1994). Sería interesante 
evaluar si esta inmadurez puede estar relacionada con la pérdida de 
direccionalidad por parte del tubo polínico en el micropilo.  
Una vez en el óvulo, el tubo polínico atraviesa la sinérgida, cuyo papel 
también es fundamental en la direccionalidad del tubo polínico (Higashiyama y 
Hamamura, 2008), descarga los gametos masculinos y se produce la doble 
fecundación típica de las angiospermas.  
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En níspero se ha observado que la llegada de los tubos polínicos al óvulo 
comienza a partir de la primera semana tras la polinización, siendo completa 
entre la primera y la segunda semana. Tanto en níspero japonés, como en peral, 
manzano (Williams, 1966) o membrillero japonés (Kaufmane y Rumpunen, 2002) 
la fecundación ocurre varios días tras la polinización, variando la duración de la 
fase progámica notablemente entre especies, genotipos y condiciones climáticas 
(Sanzol y Herrero, 2001). Estas especies se caracterizan por una corta fase 
progámica, si se compara, por ejemplo, con otras especies frutales como el 
melocotonero en el que la fecundación se observa a las tres semanas de la 
polinización (Herrero y Arbeloa, 1989; Arbeloa y Herrero, 1991). 
En el 32% de los óvulos con tubos polínicos en la nucela se ha observado 
un crecimiento desordenado y tortuoso de los tubos. Este comportamiento 
anormal de los tubos polínicos en distintas regiones del pistilo ha sido estudiado 
en diferentes sistemas y especies pero, hasta el momento, no se había descrito 
en níspero japonés. Estas anormalidades se han interpretado como una falta de 
elementos nutritivos y de guía, pudiendo ser la causa de fallos en la fecundación 
(Herrero, 2000) y son herramientas útiles para conocer los mecanismos que 
regulan el comportamiento del tubo polínico. La existencia de mutantes de 
Arabidopsis dónde se ha descrito también el crecimiento tortuoso del tubo 
polínico en el saco embrionario indicaría la existencia de mecanismos altamente 
regulados en las plantas de flor, que pueden estar fallando en níspero. Ejemplos 
de crecimiento tortuoso incluyen el gen sirène (SRN) que pone de relieve el 
control del gametofito femenino frente al masculino, ya que este mutante provoca 
que el tubo polínico continúe su crecimiento dentro del óvulo (Rotman et al., 
2003) y el gen MEDEA (MEA) gracias al cual se ha demostrado también como el 
gametofito femenino ejerce un control durante el desarrollo del embrión, 
observándose en el mutante abortos y crecimientos anormales en las semillas 
(Vielle-Calzada et al., 1999). 
El inicio de la fructificación 
Diferentes autores han descrito el patrón de crecimiento del fruto del 
níspero, mostrando una curva característica para los frutos en pomo (Rodríguez, 
1983; Cuevas et al., 2003b). Sin embargo, no se había establecido todavía el 
inicio de la fructificación marcado por el crecimiento en las primeras semanas a 
partir de la fecundación. Este momento indica cuando se produce la inducción 
del desarrollo del ovario. 
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En níspero se han determinado dos posibles periodos de crecimiento de la 
flor. El primer periodo sería desde la antesis hasta las primeras semanas, donde 
evolucionan de manera similar tanto las flores polinizadas como las flores 
vírgenes. El segundo periodo se produciría a partir de la séptima semana, con un 
rápido crecimiento de las células. El inicio del primer periodo ocurre entre la 
primera y tercera semana después de la antesis. En este momento se produce la 
separación de las dos poblaciones de flores, las que crecen y las que detienen 
su crecimiento. Esta disociación en el peso viene seguida de un cambio 
morfológico externo, que es el cierre de los sépalos denominado estado de 
morro cerrado. En este estado se observa la existencia de flores con solo 3-4 
óvulos fecundados, lo que indica que solo es necesaria la fecundación de unos 
pocos óvulos para que se produzca la fructificación. 
Tanto la curva de inicio de la fructificación como el comportamiento 
homogéneo en la población de flores vírgenes (que muestra la inexistencia de 
partenocarpia espontánea) es similar en el cultivar de níspero estudiado en este 
trabajo (‘Algerie’) que en cultivares de otras especies como el peral (Sanzol, 
2001; Sanzol y Herrero, 2007), también situada como el níspero en la subtribu 
Pyrinae. Sin embargo, en especies frutales pertenecientes a la tribu Amygdaleae 
[anteriormente Prunoideae (Potter et al., 2007)], como el cerezo (Hedhly, 2003) o 
el albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 2002), se ha observado como el patrón de 
crecimiento del pistilo en la primera etapa continuaba para una proporción de las 
flores no polinizadas, siendo independiente de la polinización.  
El inicio de la fructificación se determina a partir de la llegada del tubo 
polínico al óvulo. En níspero japonés esto se ha observado que comienza a partir 
de la primera semana tras la antesis, siendo completa entre la primera y la 
segunda semana; este comportamiento es concomitante al patrón de crecimiento 
observado, mostrando una corta fase progámica. Por lo tanto, se puede definir el 
inicio de la fructificación en este periodo, manifestándose como periodo clave en 
el manejo adecuado de las plantaciones comerciales de níspero japonés.  
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2. ADQUISICIÓN Y PÉRDIDA DE LA MADUREZ DEL ESTIGMA-
ESTILO EN NÍSPERO JAPONÉS [ERIOBOTRYA JAPONICA 
(THUNB.) LINDL.] 
 
RESUMEN 
El pistilo, en el momento de abrirse la flor, está equipado tanto con la 
capacidad de ofrecer un sustrato adecuado para la germinación del grano de 
polen, como para sustentar el crecimiento del tubo polínico. Sin embargo, se 
desconoce cuando se adquiere esta competencia. En este trabajo se evalúa 
tanto la adquisición como la pérdida de esta capacidad. Para observar la 
adquisición se realizaron polinizaciones controladas en flores en cuatro estados 
de desarrollo previos a la apertura de la flor y se observó el comportamiento de 
los granos de polen y los tubos polínicos. Paralelamente se han caracterizado 
histoquímicamente estos pistilos. Para observar la pérdida de la receptividad 
estigmática se han evaluado flores polinizadas a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días 
después de la antesis. La respuesta a la adhesión de granos de polen en el 
estigma así como la capacidad de penetración de los tubos polínicos en el estilo 
aparecen en estados de desarrollo tempranos, mucho antes de la apertura de la 
flor. Además, el níspero exhibe un largo periodo de receptividad estigmática. 
Tanto la adquisición como la pérdida de la capacidad de germinación y 
crecimiento del tubo polínico se muestran como procesos altamente regulados, 
importantes en el éxito reproductivo.  
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INTRODUCCIÓN 
La mayoría de las especies frutales que se cultivan en zonas templadas 
tienen en común que, en el momento de abrirse la flor, el pistilo está equipado 
con la capacidad de ofrecer un sustrato adecuado para la germinación de los 
granos de polen (Clarke et al., 1979). El primer lugar de encuentro entre el 
gametofito masculino y el sistema reproductor femenino es el estigma. Las 
células estigmáticas tienen la función de reconocimiento mediante la captura y la 
adhesión de los granos de polen, además de permitir la hidratación apoyando así 
la germinación del grano de polen y, por consiguiente, la penetración del tubo 
polínico a través de los tejidos del pistilo (Heslop-Harrison et al., 1975; Edlund et 
al., 2004; Hiscock y Allen, 2008). Las células del tejido transmisor son el medio 
nutritivo y de sostén necesario para el crecimiento del tubo polínico (de Graaf et 
al., 2001). La presencia de una direccionalidad en este crecimiento, además de 
la alta especificidad en la interacción polen-pistilo, sugiere la existencia de un 
intercambio continuo de señales entre el tubo polínico y las células del pistilo 
(Tung et al., 2005).  
El periodo en que el estigma adquiere la capacidad de permitir la 
germinación y el crecimiento inicial del tubo polínico se define como receptividad 
estigmática. El hecho de que la duración de este periodo esté limitada por el 
desarrollo floral permite que la receptividad del estigma adquiera importantes 
implicaciones en la biología reproductiva de las especies vegetales. La duración 
de la receptividad estigmática a partir de la polinización es muy variable entre 
especies e incluso entre genotipos de una misma especie, desde unas pocas 
horas a varios días (Heslop-Harrison, 2000; Yi et al., 2006). Sin embargo, se 
desconoce qué es lo que controla exactamente la duración de la receptividad 
femenina a pesar de la gran importancia de este periodo en la polinización y en 
la producción final en plantas cultivadas (Hiscock y Allen, 2008). 
En especies frutales la receptividad estigmática está relacionada 
directamente con el cuajado, ya que limita el periodo efectivo de polinización 
(EPP) (Williams, 1965) y afecta a la tasa de crecimiento del tubo polínico 
interfiriendo con la duración de la viabilidad de los óvulos (Egea y Burgos, 1992; 
González et al., 1995; Sanzol y Herrero, 2001; Sanzol et al., 2003). A su vez, la 
receptividad estigmática está limitada tanto por factores intrínsecos como por 
factores externos a la propia flor, como pueden ser la humedad y temperatura 
(Hedhly et al., 2003; Hedhly et al., 2005a; Lora, 2008), ya que limitan la cantidad 
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de exudados así como cambios físico-químicos en la superficie papilar (Muñoz  
et al., 2005).  
En el caso del níspero japonés, los trabajos llevados a cabo para 
determinar la duración de la receptividad estigmática son escasos. Lin (1999), 
basándose en diversos estudios previos fundamentalmente publicados en China, 
ha definido el estigma del níspero como tipo húmedo-papilado y ha descrito la 
observación de células de transferencia en el tejido transmisor del estilo. Sin 
embargo, los acontecimientos que ocurren en la interacción polen-estigma y 
polen-estilo en níspero japonés son todavía desconocidos. Por ello, la 
determinación de la duración de la receptividad estigmática en níspero japonés 
contribuirá a evaluar la duración del periodo efectivo de polinización y a buscar 
respuestas a los problemas de cuajado que presenta la especie. 
Para determinar el momento en el que el pistilo de níspero japonés 
adquiere la capacidad de permitir la germinación se han realizado polinizaciones 
controladas en flores en cuatro estados fenológicos previos a la antesis, desde 
estado de yema cerrada hasta estado globoso. Los estigmas, desde los 
inmaduros hasta los receptivos, se han polinizado manualmente con polen 
maduro y, posteriormente, se ha observado al microscopio el crecimiento del 
tubo polínico. En la observación al microscopio de la pérdida de la receptividad 
estigmática se han polinizado flores en estado globoso a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 
días después de la antesis. Paralelamente se han caracterizado estos pistilos 
histoquímicamente.  
El principal objetivo de este capítulo es examinar la interacción polen-
pistilo en níspero. Para ello se describe la maduración del estigma y el estilo en 
esta especie prestando especial atención a los procesos que pueden estar 
relacionados con la adquisición y pérdida de la competencia del pistilo para 
poder permitir la germinación y crecimiento del tubo polínico. En relación a la 
pérdida de esta capacidad se trata de determinar la duración de la receptividad 
estigmática, así como elucidar la existencia o no de asincronía estigmática en la 
flor de níspero. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Material Vegetal 
Para estudiar la adquisición y pérdida de la madurez se han utilizado 
flores de níspero cv. Algerie injertados en patrones de níspero procedentes de 
semilla. Los árboles están localizados en el término municipal de Callosa d’en 
Sarrià (Alicante, España) en la parcela de experimentación de la Cooperativa 
Ruchey. Como donante de polen, además de ‘Algerie’ para las 
autopolinizaciones, se ha empleado el cv. Golden a partir de árboles situados en 
la misma colección.  
Estados fenológicos 
Para la descripción de los estados fenológicos de las flores de níspero 
estudiadas en este capítulo (Tabla 2.1 y Fig. 2.1) se ha utilizado la escala BBCH 
(Martínez-Calvo et al., 1999) con las modificaciones descritas en el capítulo 1, 
intercalando estados intermedios, en las que se indicaron que en la escala BBCH 
no estaban definidos los estados para flores aisladas empleados en este estudio.  
 
Tabla 2.1. Estados de desarrollo previos a antesis de la flor de níspero del cultivar Algerie y sus 
correspondencias entre la escala BBCH y la escala Fleckinger.  
Estado fenológico Escala BBCH 
Escala 
Fleckinger Descripción 
Yema cerrada hinchada Estado 505 C3 Yema hinchada, pero los pétalos no son visibles.  
Pico blanco  Estado 507 D1 Yema hinchada, se separan ligeramente los sépalos y se hace 
visible el pico de los primeros pétalos.  
Pico blanco hinchado Estado 508* D2 La corola sobresale de la línea de los sépalos. 
Botón globoso Estado 509 D3 Botón blanco hinchado, todavía sin abrir 
*Estado no definido anteriormente  
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Fig. 2.1. Estados de desarrollo previos a la antesis en flores de níspero del cultivar Algerie. a 
Yema cerrada hinchada (Estado 505 de la escala BBCH), b Pico blanco (Estado 507 de la 
escala BBCH), c Pico blanco hinchado (Estado 508 de la escala BBCH), d Flor en estado 
globoso (Estado 509 de la escala BBCH). (Barra = 2 mm) 
 
Polinizaciones controladas 
Para la obtención de polen, se aislaron las anteras y se dejaron secar en 
papel a temperatura ambiente hasta provocar su dehiscencia transcurridas 24 
horas. Todo el polen se ha obtenido de flores en estado globoso (estado 509 de 
la escala BBCH, Fig. 2.1.d). El polen se tamizó con una malla de 0,26 mm, se 
conservó a 4ºC en recipientes herméticos hasta su uso y se empleó para realizar 
las polinizaciones mediante la ayuda de un pincel. 
En este ensayo se han realizado polinizaciones cruzadas in vivo en el 
laboratorio al día siguiente de la emasculación. Para ello, se han tomado flores 
en cuatro estados de desarrollo: yema cerrada hinchada, pico blanco, pico 
blanco hinchado y flores en estado globoso, es decir, justo antes de la antesis, y 
se han colocado en bandejas en espuma de florista húmeda sin anteras ni 
pétalos.  
a b
c d
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Observación de tubos polínicos al microscopio  
Para la observación al microscopio de la adquisición de la competencia 
por parte del estigma de permitir la germinación del grano de polen y el 
crecimiento del tubo polínico en los estados de desarrollo previos a la antesis, se 
han fijado 5 flores por día y por estado del cv. Algerie polinizadas con polen del 
cv. Golden, desde el día siguiente de la polinización y durante 4 días seguidos en 
el fijador FAA (70% etanol, ácido acético glacial: formaldehído) (18.1:1, v/v), 
(Johansen, 1940) y se han conservado a temperatura ambiente. Este ensayo 
quedaría resumido en el siguiente esquema:  
‘Algerie’ x ‘Golden’  
Día 1 Yema cerrada hinchada
Día 2 Pico Blanco 
Día 3 Pico Blanco hinchado 5 flores x 
Día 4 Estado globoso 
 
Para evaluar la receptividad estigmática se han aislado flores en el estado 
509 (botón globoso) y se han polinizado en antesis y a diferentes intervalos en 
los días 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días post-antesis. Se han fijado al día siguiente 10 
flores por cada día de polinización en FAA (Johansen, 1940) y se han 
conservado a temperatura ambiente.  
Después de la fijación, los pistilos se lavaron tres veces en agua destilada 
de una hora de duración cada lavado y se mantuvieron en sulfito sódico al 5% 
durante toda la noche. Al día siguiente se autoclavaron a 1,1 kg cm-2 durante 10 
min (Jefferies y Belcher, 1974), lo que facilita el ablandamiento de los tejidos e 
impide el desarrollo de hongos. La longitud de los pistilos se midió con una 
cámara Leica DC-300, conectada a una lupa binocular Leica MZ16, mediante el 
software Leica Application Suite (LAS 2.8.1) (Leica, Cambridge, UK). Para su 
observación los pistilos se colocaron por aplastamiento entre el portaobjetos y el 
cubreobjetos, eliminando previamente parte de la pelosidad que rodea al estilo 
con la ayuda de un bisturí. Los datos fueron corregidos mediante la 
transformación del arcoseno de la raíz cuadrada y se analizaron mediante un 
análisis de varianza (ANOVA). Las medias se compararon según el test de 
Duncan, cuando se observaron diferencias significativas (p<0,05). Los análisis 
estadísticos fueron realizados con el programa SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, 
USA). 
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Para observar el crecimiento de los tubos polínicos, los pistilos se tiñeron 
con unas gotas de azul de anilina al 0,1% (v/v) en 0,1 N PO4K3, dejando actuar al 
menos 30 min y evitando la formación de burbujas (Currier, 1957; Linskens y 
Esser, 1957). El azul de anilina tiñe la callosa, que es un polímero de glucosa β-
(1-3) que se deposita de manera intermitente en la pared del tubo polínico. Esta 
tinción permite ver las formaciones de callosa que se sitúan a lo largo del tubo 
polínico durante su crecimiento (Linskens y Esser, 1957). La callosa también se 
deposita a lo largo de las estructuras del pistilo y es especialmente útil en 
estudios de viabilidad de sus distintos componentes (Dumas y Knox, 1983). Para 
observar la fluorescencia que produce la tinción de azul de anilina sobre la 
callosa se ha empleado un microscopio Leica DM2500 (Cambridge, UK) de 
fluorescencia de luz incidente para luz ultravioleta con filtro A (filtro excitador BP 
340-380 y filtro bloqueador LP 425). Las preparaciones se conservaron hasta su 
observación en bandejas sobre papel húmedo a 4ºC. Las fotografías se tomaron 
con una cámara digital Leica DC-150 (Cambridge, UK) conectada al microscopio. 
Preparación histoquímica 
Para la preparación histoquímica se han fijado flores del cultivar Algerie 
sin polinizar en el estado de yema cerrada y de botón globoso en 
paraformaldehído (Merck, Darmstadt, Alemania) al 4% en tampón fosfato salino 
(PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) (p/v) 
(Satpute et al., 2005; Solís et al., 2008). Tras la emasculación, a las flores se les 
ha retirado el recubrimiento de tricomas que envuelve los sépalos y parte del 
receptáculo que protege a la flor con la ayuda de un bisturí para favorecer la 
penetración del fijador en las muestras. Las flores se conservaron en el fijador 
durante una noche a 4ºC y al día siguiente se realizaron tres lavados en tampón 
PBS de 10 min cada uno. La conservación de las muestras se realizó en 
paraformaldehído al 0,1% en tampón PBS para evitar que revierta la fijación y se 
mantuvieron a 4ºC hasta su utilización.  
Posteriormente se llevó a cabo el protocolo de inclusión de los pistilos en 
resina JB-4 (Polysciences, Inc., Warrington, Philadelphia, USA) descrito en el 
capítulo 1. Para ello se lavaron las muestras en tampón fosfato 0,03 M a 4ºC 
durante una noche y al día siguiente se deshidrataron realizando cambios en una 
serie de alcoholes y, siguiendo las recomendaciones comerciales, se procedió a 
su inclusión en cápsulas. Se han realizado secciones de 2 µm del estigma y del 
estilo de las flores incluidas con un ultramicrotomo Leica EM UC6 (Cambridge, 
UK).  
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Los cortes se tiñeron histoquímicamente con diferentes soluciones (Tabla 
1.2) descritas también en el capítulo 1, para su posterior observación al 
microscopio. Las tinciones para fluorescencia fueron: azul de anilina al 0,1% (v/v) 
en 0,1 N PO4K3, calcofluor al 0,07% (p/v), auramina 0.01% (p/v) en tampón 
fosfato 0,05 M, naranja de acridina 0,01% (p/v) en tampón fosfato 0,03 M y 
combinaciones de ellos. Para luz normal se emplearon las tinciones de PAS, azul 
de toluidina al 0,02% (p/v) y la combinación de PAS y azul de toluidina. 
  
RESULTADOS 
Crecimiento del estilo 
La medición de la longitud de los estilos en estados previos a la antesis 
muestra un incremento progresivo de los mismos, siendo altamente significativo 
el crecimiento en el estado de yema cerrada con respecto al resto de los estados 
de desarrollo (p<0,0001). En yema cerrada los estilos miden de media 3,7 mm 
(±0,05) alcanzado a partir del estado pico blanco hinchado la longitud total del 
estilo 4,2 mm (±0,02) (Fig. 2.2).  
A su vez, se ha examinado la longitud de los estilos diferenciados por el 
día en el que se realizó la polinización (día 0 al 4), por el tipo de polinización 
realizada (auto o cruce) y distinguiendo cada uno de los estados de desarrollo 
definidos antes de antesis (yema cerrada hinchada, pico blanco, pico blanco 
hinchado y botón globoso). En este caso, la tendencia de crecimiento se ha 
mantenido con respecto a la media total. En ningún caso se ha observado 
crecimiento de los estilos a partir del día de polinización. 
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Fig. 2.2. Longitud de los estilos por estados. a Longitud media de los estilos por estado: Estado 
505 de la escala BBCH (Yema cerrada hinchada) (YC), estado 507 de la escala BBCH (Pico 
blanco) (PB), estado 508 de la escala BBCH (Pico blanco hinchado) (PBH) y estado 509 de la 
escala BBCH (Flor en estado de botón globoso) (BG) (± error estándar). b Aspecto de los 
estilos en los distintos estados en el momento de la medición, previo al aplastamiento: Yema 
cerrada hinchada (YC), pico blanco (PB), pico blanco hinchado (PBH) y flor en estado de botón 
globoso (BG). Columnas con la misma letra no son estadísticamente diferentes (Test de rango 
múltiple de Duncan p<0,05). 
Desarrollo del estigma y del estilo 
A continuación se describen los cambios que se producen en el desarrollo 
de los estigmas y estilos de níspero en fases previas a antesis, comparando el 
estado de yema cerrada con el estado de botón globoso.  
Las papilas elongadas que constituyen el estigma de níspero están 
prácticamente formadas desde el estado de yema cerrada, aunque se ha 
observado un crecimiento ligero del tamaño de las células estigmáticas hasta 
antesis (Fig. 2.3.a, 2.3.b, 2.3.c, 2.3.d, 2.3.e y 2.3.f). La pared de las papilas 
responde a la tinción con Schiff (Fig. 2.3.c y 2.3.d) y con calcoflúor (Fig. 2.3.e y 
2.3.f). En el estado de yema cerrada las papilas estigmáticas están rodeadas de 
una capa fina de celulosa perfectamente delimitada (Fig. 2.3.e). Previo al estado 
de antesis estas células se alargan, se deforman y la celulosa aparece menos 
definida (Fig. 2.3.f). Por otro lado, las células del tejido cortical tienen inclusiones 
en estado de yema cerrada que no son tan aparentes en el estado globoso (Fig. 
2.3.g y 2.3.h). Con la tinción de naranja de Acridina se observa en yema cerrada 
que la pared celular es más gruesa y carece de sustancia intercelular y en flores 
en estado de botón globoso esta sustancia ha invadido todo el espacio 
intercelular y la pared celular es menos delimitada (datos no mostrados). 
a b
YC PB 
PBH BG 
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Fig. 2.3.Desarrollo del estigma y estilo sin polinizar en níspero, comparando el estado de yema 
cerrada (a, c, e, g) con flor en estado globoso (b, d, f, h). a, b Papilas estigmáticas y tejido 
transmisor de estilo (barra = 50 μm). c, d, e, f Papilas estigmáticas (barra = 20 μm). g, h Tejido 
cortical del estilo (barra = 20 μm). a, c, e Papilas estigmáticas elongadas están prácticamente 
formadas. b, d, f El tamaño de las papilas estigmáticas ha aumentado ligeramente con respecto 
al estado de yema cerrada. e La celulosa que rodea a las células está más delimitada que el 
estado globoso (f). Sección en resina de 2 µm (a, b, c, d, e, f, g, h). Tinción PAS y azul de 
toluidina (a, b, c, d, g, h). Tinción con calcofluor (e, f). 
 
La tinción de azul de anilina permite no sólo ver las formaciones de callosa 
que se sitúan a lo largo del tubo polínico durante su crecimiento, sino también 
deposiciones de callosa a lo largo del pistilo. En etapas previas a la antesis se 
observa una acumulación de callosa en el estigma y en el estilo. En general, una 
alta cantidad de callosa en el tejido estilar va acompañada con una baja tasa de 
germinación de polen.  
Cuando se compara el tejido transmisor de los estados extremos, yema 
cerrada y botón globoso, se observa que el tamaño de las células es mayor en la 
parte superior del estilo (Fig. 2.4.a y 2.4.b) que en la zona media (Fig. 2.4.c y 
2.4.d) y, sobre todo, en la base del estilo (Fig. 2.4.e y 2.4.f), tanto para yema 
cerrada como para flores en estado de botón globoso, donde se observa una 
reducción de la superficie total del tejido transmisor. Las paredes celulares de las 
células del tejido transmisor son más gruesas en el estado de yema cerrada y en 
el interior apenas se observan vacuolas (Fig. 2.4.a, 2.4.c y 2.4.d). En cambio, en 
el estado de botón globoso las paredes celulares se difuminan, sobre todo a 
medida que se alcanza la base del estilo. El número de vacuolas en este estado 
es mayor que en el de yema cerrada y la sustancia intercelular se tiñe más 
intensamente (Fig. 2.4.b, 2.4.d y 2.4.f). 
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Fig. 2.4. Desarrollo del tejido transmisor de níspero en flores sin polinizar en estado de yema 
cerrada (a, c, e) y en estado globoso (b, d, f), en la parte superior (a, b), media (c, d) e inferior 
(e, f) del estilo. a, c, e La pared celular de las células del tejido transmisor presenta un aspecto 
translúcido que no se tiñe con azul de toluidina. b, d, f El espacio translúcido de la pared celular 
es más fino y no se tiñe con azul de toluidina, mientras el espacio extracelular está 
intensamente teñido. Sección en resina de 2 µm teñida con azul de toluidina (barra= 20 µm) (a, 
b, c, d, e, f). 
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Adquisición de la competencia 
Para determinar el momento del desarrollo en el que el estigma del 
níspero es receptivo al grano de polen se han analizado pistilos en cuatro 
estados previos a la antesis en polinizaciones compatibles. Los estigmas, desde 
los inmaduros hasta los receptivos, se polinizaron manualmente con polen 
maduro del cv. Golden y se observó al microscopio la germinación y el 
crecimiento de los tubos polínicos en el tejido transmisor 1, 2, 3 y 4 días tras la 
polinización.  
En la figura 2.5 se muestran estigmas de flores del cultivar Algerie en los 
cuatro estados de desarrollo previos a la antesis. En yema cerrada hinchada los 
granos de polen son capaces de adherirse a la superficie del estigma, pero en 
una gran parte de los casos no germinan (Fig. 2.5.a). En pico blanco se observa 
como los granos de polen germinan, aunque lo pueden hacer solo en el área 
más externa del estigma (Fig. 2.5.b). Una buena germinación se ha observado 
tanto para pico blanco hinchado (Fig. 2.5.c) como para estigmas de flores en 
estado globoso (Fig. 2.5.d). En yema cerrada se produce adhesión de los granos 
de polen en un 69% de los estilos, pero tan solo en el 35% de los estilos se 
produce la germinación y en un 31% de ellos se observa penetración en el tejido 
transmisor. Esto pone en evidencia que en el estado de yema cerrada se 
adquiere primero la capacidad para permitir la adhesión y, posteriormente, la 
germinación y penetración del tubo polínico en el tejido transmisor (Fig. 2.6). 
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Fig. 2.5. Estigma de níspero del cultivar Algerie en los cuatro estados de desarrollo previos a la 
antesis. a Granos de polen adheridos a la superficie del estigma pero sin germinar en una flor 
en estado de yema cerrada hinchada (barra = 40 μm). b Granos de polen germinando en un 
área del estigma de flor en estado de pico blanco (barra = 80 μm). c Detalle de los granos de 
polen en un estigma de flor en pico blanco hinchado (barra = 40 μm). d Detalle de granos de 
polen geminado en un estigma de una flor en estado globoso (barra = 60 μm). Preparaciones 
por aplastamiento y tinción con azul de anilina. 
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Fig. 2.6. Adhesión, Germinación y Penetración por estados en cruzamientos compatible al día 
siguiente a la polinización expresado como porcentaje de estilos con granos de polen adheridos 
en el estigma () con granos de polen germinados () y con tubos polínicos penetrando en el 
tejido transmisor (). (Estado 505 de la escala BBCH: Yema cerrada hinchada), (Estado 507 de 
la escala BBCH: Pico blanco), (Estado 508 de la escala BBCH: Pico blanco hinchado), (Estado 
509 de la escala BBCH: Flor en estado globoso). 
 
La capacidad del estigma para ofrecer un sustrato adecuado a los granos 
de polen se adquiere en estado de pico blanco (Fig. 2.6) algo antes que la 
finalización de la elongación del estilo, que tiene lugar en estado de pico blanco 
hinchado (Fig. 2.2.a). A partir del estado de desarrollo de pico blanco, los 
estigmas se consideran muy receptivos ya que permiten una alta adhesión y 
germinación de los granos de polen, así como la penetración del tubo polínico en 
el estilo. Se puede decir, por tanto, que el estilo adquiere la competencia de 
permitir el crecimiento del tubo polínico desde el estado de pico blanco (Fig. 2.6). 
No obstante, en el estado de yema cerrada se ha observado un 44% de estilos 
con tubos polínicos penetrando en el tejido transmisor, pero tan solo alcanzan 
como media el 14% de longitud del estilo frente al 79% en pico blanco (Fig. 
2.7.a). Así mismo, algunos estilos permiten el crecimiento del tubo polínico hasta 
la base del estilo al día siguiente de la polinización en estado globoso y a los dos 
días siguientes en los estados de desarrollo de pico blanco y pico blanco 
hinchado (Fig. 2.7.b). Esto también se refleja en el número de tubos polínicos 
que llegan a la base del estilo. De manera ocasional aparece algún tubo polínico 
en la base del estilo en el estado de yema cerrada (Fig. 2.7.c). 
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Fig. 2.7. Crecimiento del tubo 
polínico en el estilo en días 
después de la polinización con 
polen compatible valorado como: 
a Longitud del tubo polínico más 
largo expresado como porcentaje 
de la longitud del estilo para 
diferentes estados de desarrollo 
previos a antesis. b Porcentaje de 
estilos con al menos un tubo 
polínico en la base para diferentes 
estados de desarrollo previos a 
antesis. c Número medio de tubos 
polínicos (TP) en la base del estilo 
por estado. (Medias ± EE). Yema 
cerrada hinchada (Estado 505 de 
la escala BBCH) (); Pico blanco 
(Estado 507 de la escala BBCH) 
(); Pico blanco hinchado 
(Estado 508 de la escala BBCH) 
(); Flor en estado globoso 
(Estado 509 de la escala BBCH) 
(]). 
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Pérdida de la competencia 
Se evaluó la duración de la receptividad estigmática a lo largo de la vida 
de la flor, valorada como la capacidad que tiene el estigma para permitir la 
germinación del grano de polen y el crecimiento inicial del tubo polínico en el 
estilo, en flores polinizadas a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días después de la antesis. La 
adhesión de polen en el estigma se mantuvo constante en todo el intervalo de 
tiempo, mientras que la receptividad estigmática en flores polinizadas cuatro días 
después de antesis presentó valores similares a aquellos obtenidos en flores 
polinizadas al día siguiente de la antesis. A partir del cuarto día comenzó una 
disminución en la capacidad del estigma para permitir la germinación de los 
granos del polen así como el crecimiento del tubo polínico en el tejido transmisor. 
A pesar de ello, el 60% de los estilos seguían siendo receptivos 10 días después 
de la antesis (Fig. 2.8).  
La existencia o no de asincronía estigmática en las flores de níspero se 
valoró mediante la suma de la media de estigmas no receptivos por flor. El 
número de estigmas maduros y degenerados se contabilizó al microscopio en 
flores polinizadas a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 días después de antesis (Fig. 2.9). Se 
observó que en los primeros días prácticamente todos los estigmas de una flor 
se encontraron en el mismo estado de desarrollo, pero según avanzaron los días 
coexistieron en la misma flor estigmas maduros y degenerados. A partir del día 
10 se observó un mayor número de estigmas degenerados que los que 
permitieron la penetración del tubo polínico. 
También se evaluó el porcentaje de germinación (granos de polen 
germinados con respecto a los granos totales en el estigma) disminuyendo 
prácticamente a la mitad desde el día después de la polinización al 10 día 
después de la antesis (Fig. 2.10) A su vez, se evaluó el crecimiento del tubo 
polínico en el estilo mediante la longitud del tubo polínico más largo, expresado 
como porcentaje de la longitud del estilo para flores polinizadas en la misma 
serie de días post-antesis y se observó una disminución en el crecimiento del 
tubo polínico con respecto a la longitud total del estilo en el transcurso de los 
días.  
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Fig. 2.8. Receptividad estigmática 
para flores de níspero japonés 
polinizadas a los 0, 2, 4, 6, 8 y 
10 días transcurridos desde 
antesis. Duración de la 
receptividad estigmática 
expresada                                   
a Como porcentaje de estigmas 
receptivos, con granos de polen 
adheridos en el estigma () con 
granos de polen germinados () 
y con tubos polínicos penetrando 
en el tejido transmisor (4).                          
b Número de estigmas por flor 
maduras () y degeneradas 
(4).                                            
c Comportamiento del 
gametofito masculino en 
porcentaje de germinación 
(granos de polen 
germinados/granos de polen 
totales) (), y la longitud del 
tubo polínico más largo 
expresado como porcentaje de 
la longitud del estilo (% LTP) 
(). (Medias ± error estándar) 
(Test de Scheffé p<0,05). 
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DISCUSIÓN 
Del estado juvenil a la madurez del pistilo  
En el momento de la apertura, la flor de níspero está dotada de las 
sustancias indispensables para permitir la inicial interacción polen-pistilo, como 
proteínas, carbohidratos, lípidos y otras sustancias como fenoles (Clarke et al., 
1979). El estigma de níspero es de tipo húmedo, consistente en una o varias 
capas de células papiladas, al igual que las especies de la familia de las 
Rosáceas a la que pertenece, como Prunus, Malus, Pyrus o Rhaphiolepis. 
(Heslop-Harrison y Shivanna, 1977). Antes de la antesis estas papilas no se 
encuentran receptivas, semejándose a las de tipo seco (Konar y Linskens, 
1966a). Después de la polinización las papilas degeneran (Heslop-Harrison y 
Shivanna, 1977; Sedgley, 1979) probablemente debido al consumo de reservas 
en el crecimiento del tubo polínico (Herrero y Dickinson, 1979).  
La competencia del estigma de níspero japonés para permitir el 
crecimiento inicial del tubo polínico de manera abundante y normal se adquiere 
desde el estado de pico blanco. En flores de níspero este estado puede 
comenzar desde unos días a varias semanas antes de la antesis. Esta 
competencia del crecimiento inicial del tubo polínico en estados tempranos de 
desarrollo del pistilo se ha observado en un gran número de especies 
pertenecientes a las familias de Liliaceae (Ascher y Peloquin, 1966), Solanaceae 
(Herrero y Dickinson, 1980b; Stone et al., 2006), o Brassicaceae (Shivanna et al., 
1978; Hiscock y Dickinson, 1993). Así, en Arabidopsis se ha observado que la 
competencia para permitir la germinación abundante y el crecimiento óptimo del 
tubo polínico se adquiere en estados anteriores a la antesis, pero en un periodo 
de 1-2 días previos a la apertura de la flor (Kandasamy et al., 1994), indicando 
una mayor duración de la madurez del pistilo de níspero frente a otras especies. 
En Rosaceae se ha observado esta capacidad de permitir la germinación y el 
crecimiento inicial del tubo polínico en el estigma en estados previos a antesis en 
albaricoquero japonés (Du et al., 2007) y en peral japonés (Hiratsuka et al., 1985; 
Zhang y Hiratsuka, 2000). En este último se ha visto que esta competencia se 
adquiere hasta 8 días antes de la antesis, momento en el que se obtiene un 
cuajado del 27% (Hiratsuka et al., 1985).  
Con la finalidad de conocer los factores responsables de promover la 
germinación y la elongación del tubo polínico, se han identificado mediante 
microarrays una serie de genes que se expresan específicamente en el estigma 
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y en el tejido transmisor al paso del tubo polínico; sin embargo, su potencial 
implicación en la polinización está todavía por determinar (Tung et al., 2005; 
Crawford y Yanofsky, 2008). Algunos de los genes (papillar cell-specific) 
identificados en el estigma y en el tejido transmisor están relacionados con el 
desarrollo de la epidermis del estigma y las células del tejido transmisor, cuyas 
funciones estarían relacionadas en el reconocimiento del genotipo masculino y 
en promover la adhesión, hidratación del grano de polen, así como en el 
crecimiento (guía, nutrición, defensa y adhesión) del tubo polínico a través del 
tejido pistilar (Tung et al., 2005). Por lo tanto, la caracterización de estos genes 
clarificará los mecanismos en la interacción polen-pistilo y, en este sentido, 
especies con un periodo largo desde la adquisición de competencia hasta la 
pérdida de la misma, como ocurre en el caso de níspero japonés, pueden ser 
útiles para identificar estas etapas. 
La acumulación de callosa a lo largo del pistilo permite obtener un 
diagnóstico rápido en ensayos de polinización en la determinación de la 
viabilidad del pistilo (Dumas y Knox, 1983), aunque la acumulación de callosa 
también puede deberse a factores externos como daños en el tejido, 
temperaturas adversas o artefactos en la fijación (Sedgley, 1982). En níspero se 
ha observado, como norma general, una reducción en la tasa de germinación de 
los granos de polen a medida que aumenta la presencia de callosa en las 
paredes del pistilo, seguramente debido a la pérdida de viabilidad de estos 
pistilos.  
El crecimiento del estilo en níspero es estable prácticamente desde el 
estado de pico blanco hasta el estado globoso y no se aprecia un crecimiento 
posterior después de esta etapa. En otras especies, como albaricoquero 
(Rodrigo y Herrero, 2002) o cerezo (Hedhly, 2003), tampoco se ha observado un 
crecimiento apreciable del estilo después de la antesis, aunque en el caso del 
melocotonero el estilo continua creciendo hasta 15 días después de antesis 
(Herrero y Arbeloa, 1989). También se han observado cambios en la celulosa, 
que se incrementa durante el desarrollo hasta antesis, ya que se trata de un 
polisacárido estructural abundante en las paredes celulares de las células 
vegetales, así como la producción de pectina y compuestos fenólicos, 
principalmente en la corteza del estilo y, sobre todo, en la base del mismo.  
El crecimiento del tubo polínico a través de los tejidos del pistilo se ha 
evaluado cuantitativamente en varios estados de desarrollo previos a la antesis y 
sería otro indicativo de la madurez, tanto del estigma como del estilo. En níspero 
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japonés este aspecto también se adquiere en etapas anteriores a la apertura de 
la flor. En etapas de desarrollo tempranas, cuando el tejido transmisor no está 
formado completamente, se ha observado una reducción en el crecimiento del 
tubo polínico, por lo que la madurez del tejido transmisor es necesaria para 
permitir el correcto crecimiento del tubo polínico hasta el óvulo (Higashiyama y 
Hamamura, 2008), es decir, el desarrollo induce factores para favorecer el paso 
del tubo polínico a través de los tejidos. 
El desarrollo del pistilo observado en estados previos a la apertura de la 
flor en níspero japonés, indica que la hembra está preparada para apoyar la 
germinación y crecimiento del tubo polínico mucho antes de la antesis. 
La pérdida de la receptividad 
Las papilas estigmáticas en níspero adquieren la competencia de permitir 
la germinación en estados previos a la antesis permitiendo la hidratación de los 
granos de polen. Si las condiciones son favorables el grano de polen germinará a 
través del espacio interpapilar. Posteriormente, si la secreción es óptima, el tubo 
polínico comenzará su crecimiento a través del tejido transmisor. Las papilas 
estigmáticas del níspero japonés son capaces de permitir la adhesión, la 
germinación y, finalmente, la penetración del tubo polínico una vez abierta la flor 
durante al menos 10 días. Por ello se puede decir que el níspero exhibe un largo 
periodo de receptividad estigmática, si se compara con otras especies. Así, en el 
caso del kiwi (Actinidia deliciosa), la receptividad estigmática desciende 
drásticamente a partir del 4º día y es nula a partir del 7º día (González et al., 
1995); igualmente, en albaricoquero (Prunus armeniaca) (Egea et al., 1991) o 
peral (Pyrus communis) (Sanzol et al., 2003) la mayoría de los estigmas 
comienzan a no ser receptivos a partir del 4º día, hasta el punto de que a partir 
de este periodo se limita el cuajado en estas especies. Por tanto, el bajo cuajado 
que se obtiene en níspero [alrededor del 6% para la variedad Algerie (Martínez-
Calvo et al., 2000a)] no se podría atribuir a una baja receptividad estigmática, 
sino a otros factores. 
Esta diferencia tan acusada en la duración de la receptividad estigmática 
del níspero con respecto a otras especies no parece fácil de explicar. Podría 
pensarse en la temperatura como factor principal, ya que afecta directamente a 
la duración de la receptividad estigmática en distintas especies (Hedhly et al., 
2003; Hedhly et al., 2005a). A pesar de que el níspero florece en noviembre-
diciembre y el resto de especies de las Rosáceas de zona templada florecen en 
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primavera, el factor del clima hace que las temperaturas en floración del níspero 
no sean necesariamente menores ya que el níspero está adaptado a un clima 
subtropical o templado-cálido.  
Además, el momento en que el estigma adquiere la receptividad a la 
llegada del polen está asociada a una serie de secreciones estilares que 
permiten la germinación del gametofito masculino y el crecimiento de los tubos 
polínicos (Herrero y Dickinson, 1979). En especies de las Solanaceae se ha 
propuesto que los lípidos son el componente esencial que necesitan los tubos 
polínicos para penetrar en el estigma (Wolters-Arts et al., 1998), pero también se 
ha postulado que la capacidad hidrofóbica de las secreciones es el factor 
determinante para permitir la germinación del grano de polen en el estigma (Lush 
et al., 2000), y este medio físico determina una perspectiva más completa en el 
crecimiento inicial del tubo polínico en el estigma (Wheeler et al., 2001). Otros 
factores que se encuentran asociados a la receptividad estigmática son 
enzimáticos y, aunque la función todavía no se conoce exactamente, se cree que 
intervienen en la señal, reconocimiento y defensa (McInnis et al., 2006; Hiscock y 
Allen, 2008).  
En las flores de níspero también se ha observado la existencia de una 
asincronía en el desarrollo de los estigmas entre estilos de una misma flor. Sin 
embargo, esta asincronía se ha observado en la pérdida de la capacidad de 
germinar los granos de polen, pero no en la adquisición de dicha capacidad, ya 
que, en antesis, prácticamente todos los estigmas de una flor se encuentran en 
el mismo estado de desarrollo; sin embargo, según avanzan los días tras la 
antesis, coexisten en la misma flor estigmas maduros y degenerados. Además, 
tanto la longitud del tubo polínico como la capacidad de germinación, disminuyen 
según va envejeciendo el pistilo. El genotipo es determinante cuando se 
compara el comportamiento de la población de gametofitos, observándose 
también en respuesta de la temperatura (Hedhly et al., 2005b). 
La determinación de la duración de la fase progámica en níspero japonés, 
así como la caracterización de la madurez tanto del estigma como del estilo son 
aspectos claves en el estudio de la biología reproductiva de esta especie. Estos 
aspectos se han evaluado desde la perspectiva del comportamiento entre 
genotipos compatibles. Sin embargo, debido a la aparición de problemas de 
cuajado en campo que no se explican totalmente por los factores estudiados en 
este capítulo, se va abordar el estudio del sistema de incompatibilidad del 
níspero, así como sus implicaciones productivas.  
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3. ANÁLISIS DE LA INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO EN 
NÍSPERO JAPONÉS [ERIOBOTRYA JAPONICA (THUNB.) LINDL.] 
 
RESUMEN 
La incompatibilidad polen-pistilo es el mecanismo más extendido en 
plantas para favorecer la fecundación cruzada. En el caso del níspero japonés se 
conoce la existencia de un sistema de autoincompatibilidad con detención del 
tubo polínico en el estilo. El hecho de que esta especie pertenezca a la familia de 
las Rosáceas, en la que opera un sistema de incompatibilidad gametofítico con 
detención de tubo polínico en el estilo, hace sospechar que este es el sistema 
existente en níspero. Sin embargo, este proceso todavía no ha sido estudiado ni 
caracterizado. Del mismo modo, se desconoce en qué momento a lo largo del 
desarrollo se activa el sistema de incompatibilidad. En este trabajo, por un lado, 
se va a caracterizar el sistema de incompatibilidad polen-pistilo en el níspero 
japonés y, por otro lado, se va a determinar en qué momento los pistilos 
adquieren la madurez para la reacción de incompatibilidad. Para ello se han 
realizado auto-cruzamientos del genotipo ‘Algerie’ y cruzamientos ‘Algerie’ x 
‘Golden’, dos genotipos que se consideran intercompatibles y autoincompatibles, 
evaluando posteriormente el comportamiento del grano de polen y el crecimiento 
del tubo polínico al microscopio en diferentes estados de desarrollo. Los 
resultados indican que la incompatibilidad que ocurre en níspero se manifiesta 
por la inhibición del crecimiento de los tubos polínicos en el estilo y que, además, 
el sistema de incompatibilidad se activa en estados de desarrollo tempranos, 
mucho antes de la apertura de la flor.  
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INTRODUCCIÓN 
Diversos autores se han referido al sistema reproductivo del níspero sin 
llegar a un consenso. Ya hace tres décadas se describió al níspero cómo una 
especie auto-incompatible (Patil et al., 1974; Mc Gregor, 1976), en base a 
estudios previos en los que se había observado en algunas variedades el 
comportamiento del tubo polínico al microscopio y se producía una detención del 
crecimiento en la mitad del estilo (Singh y Rajput, 1962). Sin embargo, otros 
autores consideran que existe un grado elevado de autocompatibilidad en esta 
especie (Rodríguez, 1983; Bell et al., 1996), aunque la mayoría consideran que 
la utilización de variedades polinizadoras o la introducción de abejas en las 
plantaciones de níspero mejora sustancialmente la producción (Kan et al., 1986; 
Martínez-Calvo et al., 2000a; Karadeniz, 2002; Cuevas et al., 2003a) lo que 
apoyaría de manera indirecta la existencia de un mecanismo de 
autoincompatibilidad en esta especie. Sin embargo, todos estos trabajos se 
basan en evidencias indirectas básicamente de comportamiento de cuajado de 
frutos en condiciones de campo. Recientemente, situaciones de bajo cuajado 
registrados en parcelas aisladas del Levante español, llevaron a examinar este 
tema y a poner en evidencia la existencia de variedades auto-incompatibles en 
las que se produce la inhibición del tubo polínico en el estilo (Herrero, 2002). 
Este comportamiento, unido al hecho de que el níspero pertenece a la familia de 
las Rosáceas en las que existe un sistema de incompatibilidad gametofítico 
(Brewbaker, 1957; Sassa et al., 1992), hace pensar que, probablemente, en 
níspero japonés exista un sistema similar. Sin embargo, todavía se encuentra sin 
secuenciar y caracterizar la incompatibilidad polen-pistilo en esta especie.  
Por otro lado, se desconoce el momento de desarrollo en el que se 
adquiere la competencia de discernimiento del gametofito masculino tanto 
compatible como incompatible, siendo este aspecto fundamental para la 
identificación de los genes responsables en la adquisición de esta competencia y 
para estudios posteriores de evaluación de relaciones de incompatibilidad entre 
distintos cultivares. En especies en las que existe un sistema de 
incompatibilidad, se ha estudiado el momento de activación de la reacción de 
incompatibilidad mediante la polinización de pistilos inmaduros con polen maduro 
observándose que en determinadas ocasiones en cruzamientos incompatibles se 
produce el crecimiento del tubo polínico en el estilo y, por consiguiente, la 
fecundación (Pandey, 1963; Shivanna y Rangaswa, 1969; Hiscock y Dickinson, 
1993). Para explicar este comportamiento se ha sugerido que los factores que 
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influyen tanto en el reconocimiento como en el rechazo del tubo polínico se 
sintetizan solo en los pistilos maduros (Shivanna et al., 1978). Esta metodología 
también es útil para determinar el momento en el que se adquiere el sistema de 
incompatibilidad (Herrero y Dickinson, 1980b) determinando el momento en el 
que el estilo adquiere la competencia tanto de reconocer como de rechazar el 
crecimiento del tubo polínico.  
El objetivo de este trabajo es, por un lado, explorar el sistema de 
incompatibilidad que opera en el níspero japonés y, por otro, conocer el 
momento de adquisición de la reacción de incompatibilidad en el proceso de 
post-polinización en esta especie. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material Vegetal  
Se han utilizado flores de níspero cv. Algerie injertados en patrones de 
níspero procedentes de semilla. Los árboles están localizados en el término 
municipal de Callosa d’en Sarrià (Alicante, España) en la parcela de 
experimentación de la Cooperativa Ruchey. Se ha obtenido polen compatible del 
cv. Golden a partir de árboles situados en la misma colección.  
Se han empleado los mismos estados fenológicos de las flores de níspero 
que en el capítulo 2 (Tabla 2.1) (Fig. 2.1): yema cerrada hinchada, pico blanco, 
pico blanco hinchado y flores en estado de botón globoso. 
Polinizaciones controladas 
Se ha obtenido polen de ‘Algerie’ y ‘Golden’, realizando el mismo 
procedimiento que el descrito en el capítulo 2, es decir, se han separado las 
anteras de flores en estado de botón globoso (estado 509 de la escala BBCH, 
Fig. 2.1.d) y se han dejado sobre papel a temperatura ambiente para que se 
produzca su dehiscencia. El polen se tamizó con una malla de 0,26 mm, se 
conservó a 4ºC en recipientes herméticos hasta su uso y se realizaron las 
polinizaciones con un pincel fino. 
Para las polinizaciones se han tomado flores en los cuatro estados de 
desarrollo: yema cerrada hinchada, pico blanco, pico blanco hinchado y flores en 
estado de botón globoso, es decir, justo antes de la antesis y se han colocado en 
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bandejas en espuma de florista húmeda sin anteras ni pétalos. Posteriormente 
se han realizado polinizaciones cruzadas (‘Algerie’ x ‘Golden’) y auto-
polinizaciones (‘Algerie’ x ‘Algerie’) in vivo en el laboratorio al día siguiente de la 
colocación en bandejas. 
Observación al microscopio de los tubos polínicos 
Para la observación al microscopio de la adquisición del sistema de 
incompatibilidad en los estados de desarrollo previos a la antesis se han fijado 5 
flores por día, por estado y por cruzamiento, desde el día siguiente de la 
polinización y durante 4 días seguidos en el fijador FAA (70% etanol, ácido 
acético glacial: formaldehído) (18.1:1, v/v), (Johansen, 1940) y se han 
conservado a temperatura ambiente. Este ensayo quedaría resumido en el 
siguiente esquema:  
‘Algerie’ x ‘Algerie’                    ‘Algerie’ x ‘Golden’  
Día 1 Yema cerrada Día 1 Yema cerrada 
Día 2 Pico blanco Día 2 Pico blanco 
Día 3 Pico blanco hinchado Día 3 Pico blanco hinchado 
5 flores x 
Día 4 Globoso 
5 flores x
Día 4 Globoso 
 
Después de la fijación, los pistilos se han preparado de forma similar a la 
descrita en el capítulo 2, lavando el material en agua destilada, manteniéndolo 
en sulfito sódico al 5% durante toda la noche y autoclavándolo al día siguiente. 
Posteriormente se colocaron los pistilos por aplastamiento entre el portaobjetos y 
el cubreobjetos, eliminando parte de la pelosidad que rodea al estilo. Se ha 
realizado una tinción con unas gotas de azul de anilina al 0,1% (v/v) en 0,1 N 
PO4K3, (Currier, 1957; Linskens y Esser, 1957). Para observar la fluorescencia 
que produce la tinción de azul de anilina se ha empleado el mismo equipo que en 
el capítulo 2. Los datos fueron corregidos mediante la transformación del 
arcoseno de la raíz cuadrada. 
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RESULTADOS 
Camino y crecimiento del tubo polínico 
Las observaciones al microscopio pusieron en evidencia como germinan 
los granos de polen al entrar en contacto con la superficie receptiva del estigma y 
el crecimiento del tubo polínico entre las papilas. Se ha observado una óptima 
germinación tanto para el cruzamiento considerado como compatible ‘Algerie’ x 
’Golden’ (Fig. 3.1.a), como para el auto-cruzamiento ‘Algerie’ x ‘Algerie’ (Fig. 
3.1.b). Una vez atravesada el área estigmática, los tubos polínicos comienzan su 
crecimiento a través del tejido transmisor, reduciendo su número a lo largo del 
mismo y se pueden observar los tapones de callosa que se van formando a lo 
largo del crecimiento de los tubos polínicos (Fig. 3.1.c y Fig. 3.1.d). En el caso de 
cruzamientos compatibles, en la zona media del estilo se observa un número 
elevado de tubos polínicos (Fig. 3.1.c) y varios de ellos alcanzan la zona final del 
estilo (Fig. 3.1.e); en auto-polinizaciones el número de tubos polínicos en la zona 
media del estilo es muy inferior, apareciendo en ocasiones crecimientos 
anormales (Fig. 3.1.d) y detienen su crecimiento en alguna parte del mismo (Fig. 
3.1.f).  
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Fig. 3.1. Comportamiento del tubo polínico en el estigma y estilo de níspero en un cruzamiento 
compatible (a, c, e) y en un cruzamiento incompatible (b, d, f). a Estigma con granos de polen 
germinados en cruzamiento compatible (barra = 80 μm). b Granos de polen germinando en 
cruzamiento incompatible (barra = 80 μm). c Crecimiento de un gran número de tubos polínicos 
compatibles a lo largo del estilo (barra = 160 μm). d Punta mazuda en un tubo polínico propia 
del sistema de incompatibilidad (barra = 40 μm). e Llegada de tubos polínicos compatibles a la 
base del estilo (barra = 80 μm). f Tubo polínico incompatible que no ha alcanzado la base del 
estilo (barra = 80 μm). Preparaciones por aplastamiento y tinción con azul de anilina. 
a b
dc
fe
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Calidad de la flor 
A lo largo de todo el trabajo se ha observado una proporción de flores 
cuyos estilos no estaban receptivos. Por ello, en todo el análisis de datos se ha 
estimado como flores óptimas aquellas que tienen al menos 3 estilos con polen 
germinado entrando al tejido transmisor. Por consiguiente, se han descartado las 
flores no óptimas, es decir, aquellas con 3 o más pistilos sin granos de polen en 
el estigma y las que presentan estigmas con granos de polen o bien sin germinar 
o que hayan germinado pero sin atravesar el área estigmática. En una 
proporción alta de las flores se registraron estilos con menos de 25 granos de 
polen en el estigma, siendo considerados como pistilos con escasa germinación 
de polen, pero suficiente para el análisis. La proporción de estas flores no 
óptimas fue elevada, del orden del 85%, en el estado menos desarrollado en 
cruzamientos compatibles y esta proporción disminuye al avanzar en el 
desarrollo. Pero se ha observado que la relación flor óptima/no óptima no solo 
depende del estado de desarrollo en el que se encuentre la flor, sino también del 
genotipo polinizador y/o de la interacción entre el microgametofito y el pistilo. 
Mientras el 100% de las flores permanecían óptimas al polinizar con ‘Golden’ en 
el estado de desarrollo de pico blanco, el polen de ‘Algerie’ para el mismo estado 
parecía más exigente que el de ‘Golden’, ya que en un 55% de las flores 
aparecían como flores no óptimas (Fig. 3.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2. Porcentaje de flores óptimas, es decir, con más de tres estigmas con granos de polen 
germinando en el estigma, para cruzamientos compatibles () y en auto-polinizaciones (), 
para los distintos estados de desarrollo. (Estado 505 de la escala BBCH: Yema cerrada 
hinchada), (Estado 507 de la escala BBCH: Pico blanco), (Estado 508 de la escala BBCH: Pico 
blanco hinchado), (Estado 509 de la escala BBCH: Flor en estado de botón globoso). 
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Adquisición de la receptividad estigmática 
Se ha caracterizado la receptividad estigmática para los distintos estados 
de desarrollo evaluando la adhesión y germinación de los granos del polen de 
ambos genotipos en el estigma y la penetración de los tubos polínicos en el 
tejido transmisor (Fig. 3.3).  
Al día siguiente de la polinización, en una proporción de las flores los 
estilos tenían la competencia de permitir un incipiente crecimiento del tubo 
polínico desde el estado de yema cerrada tanto para ‘Algerie’ x ‘Algerie’, como 
para ‘Algerie’ x ‘Golden’ (Fig. 3.3.a). No obstante, se observó como la mayoría de 
los estilos eran receptivos al crecimiento del tubo polínico a partir del estado de 
pico blanco en el cruzamiento ‘Algerie’ x ‘Golden’, con datos superiores al 80% 
de los estilos (Fig. 3.3.b), mientras que en auto-polinizaciones esto ocurría a 
partir del estado de pico blanco hinchado, con datos comprendidos en este caso 
entre 65-88% (Fig. 3.3.c y Fig. 3.3.d). También se observó en la auto-
polinización, que en torno al 12% de las flores no permitieron la penetración del 
tubo polínico en el estilo en el estado de botón globoso (Fig. 3.3.d) (56-72-28% 
para los estados de yema cerrada, pico blanco y pico blanco hinchado, 
respectivamente). Un porcentaje de flores eran capaces de adherir granos de 
polen, pero estos no germinaron hasta el estado más maduro, con porcentajes 
que van desde el 12-40% (Fig. 3.3.d). 
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Yema cerrada                                a                  Pico Blanco                                   b 
 
Pico Blanco hinchado                     c                  Globoso                                         d 
Fig. 3.3. Adhesión, germinación de los granos de polen y penetración de los tubos polínicos en 
el estilo al día siguiente de la polinización en estigmas en diferente estado de desarrollo con 
polen compatible (‘Algerie’ x ‘Golden’) y en autocruzamientos (‘Algerie’ x ‘Algerie’). Efecto de la 
germinación del polen y crecimiento del tubo polínico, expresado como porcentaje de estilos 
con granos de polen adheridos en el estigma () con granos de polen germinados () y con 
tubos polínicos penetrando en el tejido transmisor (). Cada gráfica representa un estado. a 
Yema cerrada hinchada. b Pico blanco. c Pico blanco hinchado. d Flor en estado de botón 
globoso. 
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Adquisición del sistema de incompatibilidad 
Se ha evaluado el momento de adquisición del sistema de 
incompatibilidad en níspero, desde estados previos a la antesis (Fig. 3.4). Para el 
estado de yema cerrada, a pesar de que se produjo una germinación del polen 
en una proporción de las flores en autopolinizaciones (52%) y cruzamientos 
compatibles (35%) (Fig. 3.3.a), prácticamente no hubo crecimiento de los tubos 
polínicos en el estilo (Fig. 3.4.a) y no llegaron a superar el 30% de la longitud 
media del estilo, tanto en cruzamientos compatibles como incompatibles. Sin 
embargo, mientras que en el estado de pico blanco los tubos polínicos 
autoincompatibles se detuvieron en el 38% de la longitud del estilo, los 
compatibles llegaron al 86% de la longitud del estilo (datos medios) (Fig. 3.4.b). 
Este comportamiento diferencial entre los tubos polínicos compatibles e 
incompatibles se mantuvo también tanto en el estado de pico blanco hinchado 
(Fig. 3.4.c) como en estado de botón globoso (Fig. 3.4.d). 
Por otra parte, se ha evaluado el porcentaje de estilos con tubos polínicos 
en la base para cada estado de desarrollo (Fig. 3.5). Se observó como en yema 
cerrada los tubos polínicos llegaban a la base del estilo al segundo día después 
de la polinización, pero tan solo en un 12% del total de estilos estudiados para el 
cruzamiento compatible (Fig. 3.5.a). En los siguientes estados inmaduros, como 
pico blanco, este porcentaje es del 72% (Fig. 3.5.b) y para el estado de pico 
blanco hinchado es del 68% (Fig. 3.5.c). Pero no es hasta el estado más maduro 
cuando llegan en la mayoría de los estilos tubos polínicos a la base del estilo 
(90%) (Fig. 3.5.d) al tercer día tras la polinización con polen compatible. Es en 
este estado en el único en que se observaron tubos polínicos alcanzando la base 
del estilo al día siguiente de la polinización (Fig. 3.5.d), ya que en el resto de 
estados hay que esperar al menos dos días tras la polinización. 
En autocruzamientos el porcentaje de estilos con tubos polínicos en la 
base es prácticamente despreciable (Fig. 3.5), con un comportamiento 
totalmente diferente al patrón seguido en cruzamientos compatibles. Tan solo en 
el estado de pico blanco hinchado se observó en un pequeño porcentaje de los 
estilos (16% para el tercer día después de la polinización) la llegada de algún 
tubo polínico a la base del estilo (Fig. 3.5.c), mostrándose como un estado más 
permisivo. 
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Yema cerrada                                a                  Pico Blanco                                   b 
 
 
Pico Blanco hinchado                     c                  Globoso                                         d 
 
Fig. 3.4. Cinética del tubo polínico en cruzamiento ‘Algerie’ x ‘Golden’ y en autopolinización del 
cultivar Algerie para cada estado de desarrollo. Longitud del tubo polínico más largo expresado 
como porcentaje de la longitud del estilo para diferentes estados de desarrollo previos a antesis, 
después de la polinización, con polen compatible () y en autocruzamientos (). Cada gráfica 
representa un estado. a Yema cerrada hinchada. b Pico blanco. c Pico blanco hinchado. d Flor 
en estado de botón globoso. (Medias ± error estándar). 
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Yema cerrada                                a                  Pico Blanco                                   b 
 
 
Pico Blanco hinchado                     c                  Globoso                                         d 
 
Fig. 3.5. Porcentaje de estilos con tubos polínicos en la base en el cruzamiento ‘Algerie’ x 
‘Golden’ y en la autopolinización de ‘Algerie’ para cada estado de desarrollo. Estilos con al 
menos un tubo polínico en la base expresado como porcentaje para diferentes estados de 
desarrollo previos a antesis después de la polinización con polen compatible () y en 
autocruzamientos (). Cada gráfica representa un estado. a Yema cerrada hinchada. b Pico 
blanco. c Pico blanco hinchado. d Flor en estado de botón globoso. (Medias ± error estándar). 
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Tanto en el cruzamiento ‘Algerie’ x ‘Golden’ como en la autopolinización 
del cultivar Algerie no se observaron tubos polínicos en la base del estilo en el 
estado de yema cerrada (Fig. 3.6.a). En el estado siguiente de madurez, pico 
blanco, se contabilizaron tubos polínicos en la base del estilo (Fig. 3.6.b), al igual 
que en el estado de pico blanco hinchado (Fig. 3.6.c). El número de tubos 
polínicos medios observados que alcanzan la base del estilo va aumentando del 
día 2 al 4 en las flores maduras (botón globoso) (Fig. 3.6.d), pero este número no 
aumenta en las más inmaduras (pico blanco y pico blanco hinchado). 
Se ha visto como en autopolinizaciones en el estado de pico blanco 
hinchado había un 16% de estilos con al menos un tubo polínico en la base (Fig. 
3.5.c). Sin embargo, el número medio de tubos que llegaron a la base en 
autopolinizaciones (0,1 tubos polínicos) (Fig. 3.6.c) es muy inferior al observado 
en cruzamientos compatibles (5,1 tubos polínicos). Estos resultados indican que 
la reacción de incompatibilidad está ya adquirida en los estados previos de yema 
floral antes de antesis.  
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Yema cerrada                                a                  Pico Blanco                                   b 
 
 
Pico Blanco hinchado                     c                  Globoso                                         d 
 
Fig. 3.6. Número de tubos polínicos en la base del estilo en días después de la polinización para 
el cruzamiento ‘Algerie’ x ‘Golden’ y la autopolinización de ‘Algerie’ para cada estado de 
desarrollo. Número de tubos polínicos en la base del estilo para diferentes estados de desarrollo 
previos a antesis después de la polinización con polen compatible () y en autocruzamientos 
(). Cada gráfica representa un estado. a Yema cerrada hinchada. b Pico blanco. c Pico 
blanco hinchado. d Flor en estado de botón globoso. (Medias ± error estándar). 
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DISCUSIÓN 
Las observaciones al microscopio han puesto en evidencia que la reacción 
de incompatibilidad en níspero se manifiesta por la detención del crecimiento de 
los tubos polínicos en el estilo (Arasu, 1968) al igual que ocurre en otras 
especies de Rosáceas como cerezo (Janick, 1992), almendro (Kester et al., 
1994), albaricoquero (Egea y Burgos, 1996), ciruelo japonés (Beppu et al., 2002; 
Beppu et al., 2003), manzano (Janssens et al., 1995) o peral japonés (Ishimizu et 
al., 1999) y, en algunos casos, por la formación de extremos mazudos, propios 
de cruzamientos incompatibles (Lewis y Modlibowska, 1942), también descritos 
en especies de otras familias como los rododendros (Ericaceae) (Williams et al., 
1982) o las tecas (Verbenaceae) (Tangmitcharoen y Owens, 1997). Este 
comportamiento se corresponde con el de incompatibilidad gametofítica y es 
plausible ya que este es el tipo de incompatibilidad descrita en Rosáceas 
(Brewbaker, 1957; Sassa et al., 1992).  
En la comparación entre cruzamientos compatibles y autocruzamientos se 
han observado diferencias en la adhesión de los granos de polen así como en la 
germinación y penetración del tubo polínico en el estigma. Estas diferencias 
pueden deberse a que el genotipo masculino sea más exigente, a una 
consecuencia del lote de flores estudiado o bien a un efecto real. Esta dioecia 
crítica se manifiesta en una separación de sexos entre flores con una 
germinación no óptima y aquellas que si se consideran óptimas. Esto puede ser 
debido, al igual que ocurre en algunas especies de Prunus, como Prunus 
armeniaca (albaricoquero) en las que se consideran dos tipos de flores, aquellas 
que carecen de almidón y que servirían como donantes de polen y flores que sí 
presentan reservas de almidón en dichos pistilos y que, a su vez, podrían ser 
tanto portadoras como donantes de polen (Julian, 2008). Este efecto podría 
deberse a efectos del sistema de incompatibilidad, pero es poco plausible ya que 
este sistema actúa fundamentalmente en el estilo, no registrándose diferencias 
en otros sistemas en la germinación del polen, qué parece ocurrir de un modo 
autótrofo (Herrero y Dickinson, 1980a).  
La acción del gen S ocurre en el pistilo antes de la polinización, 
probablemente en la etapa en la que el estilo es capaz de impedir el crecimiento 
de los tubos polínicos incompatibles (de Nettancourt, 2001). En el caso de 
especies regidas por un control esporofítico (SSI) con inhibición del crecimiento 
de los tubos polínicos en el estigma, como en el caso de la familia Brassicaceae, 
los factores de rechazo de los tubos polínicos solo se sintetizan en los pistilos 
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maduros (Shivanna et al., 1978). En especies pertenecientes a dicha familia se 
ha comprobado que antígenos específicos del gen S (glicoproteínas específicas 
del locus S), que están presentes en los estigmas maduros, están ausentes en 
estigmas de estados jóvenes (Nasrallah y Wallace, 1967; Roberts et al., 1979; 
Nasrallah et al., 1985), y se ha considerado que este proceso podría ser común a 
ambos sistemas (GSI y SSI) (Nasrallah et al., 1985; McClure et al., 1989; 
Hiscock y Dickinson, 1993). En níspero se ha observado que el estilo sí es capaz 
de inhibir el crecimiento del tubo polínico en autopolinizaciones en estados 
tempranos de desarrollo de la flor.  
En especies en las que el sistema de incompatibilidad está regido por un 
control gametofítico (GSI) se han evaluado diferentes respuestas. Para el caso 
de Petunia hybrida (Solanaceae) los pistilos inmaduros son incapaces de la 
síntesis de los factores de inhibición del crecimiento del tubo polínico en el 
mecanismo de la autoincompatibilidad (Herrero y Dickinson, 1980b), pero en 
Witheringia solanacea (Solanaceae) las polinizaciones en estado inmaduro 
tienen reducida la respuesta de incompatibilidad, pese a que los niveles de S-
RNasas son inferiores a las flores maduras y sugieren que hay otros factores que 
intervienen en la incompatibilidad, como la producción de HT (Stone et al., 2006), 
una proteina pequeña rica en asparaginas que se desarrolla en la última etapa 
de desarrollo del estilo (Lee et al., 1994). En el caso concreto de las Rosáceas 
se ha evaluado la autocompatibilidad en estado de yema en desarrollo en 
genotipos autoincompatibles de Prunus mume (albaricoquero japonés) donde las 
S-RNasas comienzan a sintetizarse 6 días antes de la antesis y la expresión es 
máxima 2-3 días antes (Du et al., 2007). Para especies más cercanas 
filogenéticamente al níspero como Pyrus pyrifolia (peral japonés) se ha visto que 
las ribonucleasas estilares están expresadas desde el estado de pico blanco 
hasta las flores maduras (Ishimizu et al., 1996), correspondiendo con el tiempo 
que adquieren la reacción de incompatibilidad (de 6 a 4 días antes de antesis) 
(Hiratsuka et al., 1985) y está relacionado con la longitud del estilo (Zhang y 
Hiratsuka, 2000). En níspero japonés no se han observado diferencias en 
longitud del estilo en los estados estudiados, pero las ribonucleasas estilares 
deben de estar expresadas en los estados previos de yema floral antes de 
antesis y, en base a nuestros resultados, por lo menos, a partir del estado de 
pico blanco.  
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Diversos autores se han referido al tipo de incompatibilidad presente en 
esta especie (Singh y Rajput, 1962; Patil et al., 1974; Mc Gregor, 1976; 
Rodríguez, 1983; Bell et al., 1996) sin llegar a un consenso. En este estudio se 
ha caracterizado la incompatibilidad en níspero japonés, enmarcándola en el 
sistema de incompatibilidad gametofítico. Pero también se ha caracterizado la 
cinética del tubo polínico en combinaciones compatibles e incompatibles y, por 
tanto, se ha determinado el momento en el desarrollo en el que el estilo adquiere 
la madurez para la reacción de incompatibilidad, fijando un sustrato para la 
caracterización molecular del sistema de incompatibilidad en esta especie.  
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4. EVALUACIÓN DE CRUZAMIENTOS CONTROLADOS PARA EL 
CULTIVAR CARDONA 
 
RESUMEN 
‘Cardona’ es un cultivar de floración temprana con buenas aptitudes 
pomológicas, pero que presenta problemas de cuajado que parecen estar 
asociados al desconocimiento de sus posibles variedades polinizadoras. En este 
capítulo se han evaluado relaciones de incompatibilidad de 10 cultivares 
coincidentes en floración con el cultivar Cardona en polinizaciones controladas 
en laboratorio. La observación del crecimiento de los tubos polínicos al 
microscopio puso de manifiesto que, de todos los cultivares estudiados, solo 
‘Magdal’ presentó aptitudes como polinizador y los nueve restantes se presentan 
como inter-incompatibles con ‘Cardona’. Estas diferencias entre cruzamientos 
demuestran la interincompatibilidad entre cultivares en esta especie mostrando 
una inhibición de los tubos polínicos en el esitlo como la que ocurre en el sistema 
de incompatibilidad gametofítico. Estos resultados ponen en evidencia la 
necesidad de introducir variedades polinizadoras y su utilidad para futuros 
estudios de la incompatibilidad polen-pistilo en la especie.  
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INTRODUCCIÓN 
El cultivar de níspero ‘Cardona’ (Fig. 4.1) es una variedad autóctona de la 
zona del valle del Algar-Guadalest, en el Levante español, principalmente en los 
municipios de Callosa d’en Sarrià y Altea. Proviene de una mutación de yema del 
cultivar Algerie, que es la variedad más cultivada en la zona. Los frutos son algo 
menores que los de ‘Algerie’, algo sensibles tanto al moteado como a las heladas 
y de inferiores características organolépticas. Sin embargo, el cultivar Cardona 
es interesante debido a su precocidad, alcanzando mejores precios en el 
mercado, ya que la plena floración acaece unos 20 días antes que ‘Algerie’ y la 
maduración tiene lugar 15 días antes (Martínez-Calvo et al., 2000a; Gariglio et 
al., 2002). Esta precocidad en producción se debe a una floración precoz, siendo 
uno de los primeros cultivares en florecer, por lo que cuenta con un número muy 
reducido de cultivares polinizadores potencialmente útiles. Asimismo, no existen 
datos de cultivares coincidentes en floración con buenas aptitudes polinizadas, 
salvo el cultivar Magdal (E. Soler, comunicación personal). 
En el capítulo anterior se ha explorado el sistema de incompatibilidad al 
que pertenece el níspero japonés mediante la observación del comportamiento 
de los tubos polínicos al microscopio, en cruzamientos dirigidos en laboratorio. 
En este capítulo se estudian las relaciones de inter-incompatibilidad entre 
cultivares. Para ello se evaluan diez cultivares de floración coincidente con 
‘Cardona’, que se ha mostrado como auto-incompatible, con la finalidad de 
encontrar polinizadores adecuados y así evitar cuajados erráticos en aquellas 
zonas carentes de polen compatible. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.1. Fruto de níspero del cultivar Cardona.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Material vegetal 
Todos los cultivares que se han empleado en el presente capítulo están 
localizados en el campo de experimentación de la Cooperativa de Callosa d’en 
Sarrià, municipio perteneciente a la provincia de Alicante. Se han utilizado flores 
de árboles de níspero injertados en patrones de la misma especie procedentes 
de semilla. Se ha obtenido polen a partir de la misma colección de árboles. 
Para el estudio de las relaciones de incompatibilidad se ha utilizado flores 
de los cultivares que pueden ser posibles polinizadores de ‘Cardona’, cultivar 
comercial de floración temprana. A partir de los datos de floración existentes en 
la Cooperativa de Callosa d’en Sarrià, Esteve Soler (comunicación personal) 
seleccionó una serie de cultivares coincidentes en floración. Estos cultivares son: 
‘Cardona’, ‘Alfonso Gregori I’, ‘Cayetano’, ‘JC Manera’, ‘Magdal’, ‘Milhomens’, 
‘Nefer’, ‘Piera’, ‘Sally’, ‘Samper II’ y ‘Toni Tomaca’. La mayoría de los cultivares 
proceden de mutaciones de yema de ‘Algerie’ o ‘Cardona’ excepto ‘Magdal’ y 
‘Samper II’ que proceden de semilla, aunque para este último cultivar no está del 
todo claro su origen (Tabla 4.1). 
 
Tabla 4.1. Cultivares de níspero japonés empleados en la selección de posibles polinizadores 
para ‘Cardona’ y su procedencia. 
Cultivares de níspero japonés   Procedencia 
Alfonso Gregori I Mutación Algerie 
Cardona Mutación Algerie 
Cayetano Mutación Algerie o Cardona 
JC Manera Mutación Algerie 
Magdal Variedad introducida procedente de Granada o Málaga (1975-1985) 
Milhomens Mutación Algerie 
Nefer Mutación Algerie 
Piera Mutación Algerie 
Sally Mutación Algerie 
Samper II ¿Semilla? 
Toni Tomaca Mutación Algerie 
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Determinación de la época de floración 
A la hora de poder seleccionar polinizadores adecuados para un 
determinado cultivar, en este caso ‘Cardona’, se debe conocer su periodo de 
floración. En el caso del níspero la floración acaece en otoño y se prolonga hasta 
invierno. Se ha representado en la Fig. 4.2 el fenograma de floración para los 
cultivares objeto de estudio. Se han representado las fechas medias desde el 
inicio hasta el final de la floración de datos de tres años consecutivos (2005, 
2006 y 2007) para la mayoría de los cultivares, excepto para ‘JC Manera’, 
‘Magdal’, ‘Nefer’ y ‘Toni Tomaca’ que se estimaron medias de los dos últimos 
años. Los datos han sido cedidos por Esteban Soler, de la Cooperativa Ruchey, 
tomados en el campo de experiencias donde se encuentran los cultivares. En 
este caso se ha tomado el cultivar Cardona como referencia. En la toma de datos 
se consideraron todas las flores que se encuentran tanto en las inflorescencias 
principales como en las secundarias o hijuelos. Se consideró como inicio de 
floración el momento en el que el 5% de las flores están en antesis, plena 
floración cuando la mayoría de las flores están en antesis y final de la floración 
cuando ya no hay ninguna flor en antesis.  
En la figura 4.2 se observa como el cultivar Toni Tomaca es el más precoz 
y el cultivar Piera tiene una floración constante durante todo el año. Todos los 
cultivares tienen una floración coincidente con ‘Cardona’, así que todos pueden 
ser potencialmente buenos polinizadores en base a su época de floración, 
aunque es necesario establecer las relaciones de interincompatibilidad entre los 
distintos cultivares. 
 
Cultivares de níspero
  Milhomens
  Cardona
  Magdal
  Alfonso Gregori I
  Cayetano
  JC Manera
  Samper II
Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
  Toni Tomaca
  Piera
  Sally
  Nefer
 
Fig. 4.2. Fenograma de floración. Periodo de floración de cultivares que presentan coincidencias 
con el cultivar Cardona. El símbolo  representa el momento de plena floración. La variedad de 
referencia se ha marcado con un sombreado más oscuro. Figura realizada con datos cedidos por 
Esteban Soler. 
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Polinizaciones controladas 
Para la obtención de polen, se aislaron las anteras y se dejaron secar en 
papel a temperatura ambiente hasta provocar su dehiscencia transcurridas 24 
horas. Todo el polen se obtuvo de flores de níspero en estado de botón globoso 
(estado 509 de la escala BBCH, Fig. 1.1.a). El polen se tamizó con una malla de 
0,26 mm, se conservó a 4ºC en recipientes herméticos hasta su uso y se empleó 
para realizar las polinizaciones mediante la ayuda de un pincel. 
En este ensayo se han realizado polinizaciones cruzadas y auto-
polinizaciones in vivo en el laboratorio. Para ello se han tomado flores en estado 
de botón globoso, es decir, justo antes de antesis, y se han colocado en 
bandejas en espuma de florista húmeda sin anteras ni pétalos. Las 
polinizaciones se realizaron al día siguiente (antesis) con la ayuda de un pincel. 
Las flores se dejaron en la espuma de florista en agua en el laboratorio hasta el 
momento de la fijación. 
Observación al microscopio 
Para la observación al microscopio se fijaron 10 flores por cruzamiento, al 
tercer día después de la polinización en FAA (70% etanol, ácido acético glacial: 
formaldehído) (18.1:1, v/v), (Johansen, 1940) y se han conservado a temperatura 
ambiente. Después de la fijación se procedió de la misma manera descrita en el 
capítulo 2 y 3, lavando los pistilos en agua destilada, manteniéndolos 
posteriormente toda una noche en sulfito sódico al 5% y autoclavándolos a la 
mañana siguiente. Después se colocaron por aplastamiento entre el porta y el 
cubreobjetos, eliminando la pelosidad del estilo. 
Se realizó una tinción con unas gotas de azul de anilina al 0,1% (v/v) en 
0,1 N PO4K3, dejando actuar al menos 30 min y evitando la formación de 
burbujas (Currier, 1957; Linskens y Esser, 1957). Para observar la fluorescencia 
que produce la tinción de azul de anilina sobre la callosa se empleó un 
microscopio Olympus AX60 de fluorescencia de luz incidente para luz ultravioleta 
con filtros WU (BP 330-385; BA 420 y DM 400) y WB (BP 420-480; BA 515 y DM 
500). Las preparaciones se conservaron durante un tiempo en bandejas sobre 
papel húmedo a 4ºC. Las fotografías se tomaron con una cámara digital Olympus 
Camedia C-7070 conectada al microscopio de fluorescencia. 
Evaluación de cruzamientos controlados para el cultivar Cardona                                   
94 
RESULTADOS 
Se ha estudiado la incompatibilidad de ‘Cardona’ con un conjunto de 10 
cultivares, evaluando la capacidad para alcanzar el tubo polínico la base del 
estilo, con al menos un tubo polínico en la base, tanto por estilos como por flores 
(Fig. 4.3). En la auto-polinización de ‘Cardona’ se ha observado una reacción de 
incompatibilidad típica. El cruzamiento ‘Cardona’ x ‘JC Manera’ también se ha 
mostrado como claramente incompatible, no contabilizándose ningún tubo 
polínico en la base del estilo. Las polinizaciones con los demás cultivares 
presentan valores de hasta el 80% de flores con algún tubo polínico en la base y 
datos muy inferiores para estilos (hasta el 50%). Sin embargo, en el cruzamiento 
‘Cardona’ x ‘Magdal’ un 86% de los estilos y un 100% de las flores tienen tubos 
polínicos en la base del estilo (Fig. 4.3).  
Por otro lado, se ha evaluado la longitud del tubo polínico más largo para 
los cultivares Cardona y Magdal, con el resto de cultivares, incluidas las auto-
polinizaciones de estos cultivares (Fig. 4.4). En las reacciones incompatibles el 
tubo polínico detiene su crecimiento hacia la mitad del estilo. Ambos genotipos 
se muestran claramente auto-incompatibles y compatibles entre sí. Para el resto 
de cruzamientos con ‘Cardona’ como parental femenino, los tubos polínicos 
detienen su crecimiento en alguna parte del estilo con medias superiores, entre 
el 56-85%, mostrando una variabilidad clara entre cultivares. Sin embargo, el 
polen de los mismos cultivares utilizados para polinizar a ‘Magdal’, presenta un 
crecimiento próximo al 100% del estilo. Tanto en los cruzamientos ‘Cardona’ x 
‘Magdal’ como ‘Magdal’ x ‘Cardona’ y en sus auto-polinizaciones se ha 
observado una tendencia típica de las reacciones de incompatibilidad 
gametofítica. 
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Fig. 4.3. Capacidad del tubo polínico de diferentes polinizadores de alcanzar la base del estilo en 
el cultivar Cardona. Porcentaje de estilos con tubos polínicos alcanzando la base del estilo () y 
porcentaje de flores con al menos un tubo polínico en la base del estilo ( ). 
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Fig. 4.4. Porcentaje de la longitud del tubo polínico de diferentes polinizadores. Longitud del tubo 
polínico más largo expresado como porcentaje de la longitud del estilo para el cultivar Cardona 
(). Longitud del tubo polínico más largo expresado como porcentaje de la longitud del estilo 
para el cultivar Magdal ().  
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Se han tomado datos del número medio de tubos polínicos en la base del 
estilo tanto por estilos totales (Tabla 4.2) como por flor (Tabla 4.3) para cada 
cruzamiento. La mayoría de las flores contaban con cinco pistilos, salvo casos de 
3 a 6 pistilos por flor. Para la confección de las tablas de incompatibilidad solo se 
incluyeron las flores óptimas, es decir, aquellas que tienen al menos 3 estilos con 
polen germinado entrando al tejido transmisor (Capítulo 3).  
El número medio de tubos polínicos en la base del estilo por estilo para las 
autopolinizaciones y los cruzamientos incompatibles varía entre 0 y 1, mostrando 
una alta homogeneidad entre madres. En cambio, las fluctuaciones entre 
cruzamientos se agudizan para el caso de medias por flor. Para el caso de 
cruzamientos compatibles no se pueden observar estas diferencias con 
‘Cardona’ como madre, porque solo ‘Magdal’ es polinizador compatible. Sin 
embargo, ‘Magdal’ como madre presentó un mayor número de tubos polínicos en 
la base del estilo. 
Se ha definido como cruzamientos compatibles aquellos en los que: el 
número de tubos en la base por estilo es superior a 1 (Tabla 4.2) y, a su vez, 
cada flor tiene un número medio superior a 5 tubos polínicos en la base del estilo 
(Tabla 4.3). Los resultados obtenidos para los cruzamientos considerados como 
compatibles en este trabajo muestran una media de tubos polínicos en la base 
del estilo por estilo superior a 1,5 (rango entre 1,5 y 5) (Tabla 4.2) y una media 
de tubos polínicos en la base del estilo por flor de 7 (rango entre 5,5 y 24,5) 
(Tabla 4.2). La mayoría de los cruzamientos con ‘Magdal’, utilizada tanto como 
parental femenino como masculino, se consideraron cruzamientos compatibles, 
excepto para los cruzamientos con ‘JCManera’ y ‘Piera’ en los que se obtuvieron 
resultados inferiores, probablemente debido a problemas del gametofito 
masculino. Para el caso del polinizador ‘JCManera’ solo el 20% de los estigmas 
de ‘Magdal’ contaban con una germinación óptima y para el cultivar Piera 
utilizado como madre, solo se obtuvieron datos óptimos para el 20% de las flores 
analizadas.  
Del mismo modo, se han valorado como cruzamientos incompatibles 
aquellos para los que se obtuvieron, respectivamente, valores inferiores a 1 y 5 
tubos polínicos de media en el final del estilo por estilo y por flor.  
En la tabla 4.4 se muestra el resultado combinado de las tablas 4.2 y 4.3, 
y se ha otorgado un símbolo de incompatibilidad (-), de compatibilidad (+) y 
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cruzamiento de incompatibilidad dudoso (?) que se deberá comprobar en 
sucesivas floraciones para su confirmación. 
El cruzamiento entre ‘Cardona’ y el resto de cultivares (excepto ‘Magdal’) 
es incompatible en ambas direcciones, indicando que estos cultivares 
posiblemente comparten el mismo genotipo de incompatibilidad. ‘Toni Tomaca’ 
es un cruzamiento dudoso como madre, pero no así como polinizador de 
‘Cardona’, ya que se han registrado una media de 0,3 tubos polínicos en la base 
del estilo, tanto por estilo como por flor. La polinización de ‘Toni Tomaca’ con 
polen de ‘A Gregori I’ es incompatible, por lo que compartiría su misma dotación 
alélica y, por lo tanto, es plausible que pertenezca al mismo grupo de 
incompatilbilidad. 
Con todo ello se ha determinado las relaciones de incompatibilidad entre 
el cultivar de níspero Cardona y otros cultivares comerciales, estableciéndose 
únicamente como cultivar polinizador el cultivar Magdal y el resto se establecen 
como incompatibles (Tabla 4.5) por lo que probablemente compartirán el mismo 
genotipo de alelos S. 
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Tabla 4.2. Número medio de tubos polínicos en la base del estilo por estilo, para las cultivares de floración temprana. 
Nº t.p. ♂
♀ Toni Tomaca
Magdal 0.0 7.3 10.5 14.4 2.8 12.7 8.0 13.4 8.2 8.9 8.4
Cardona 9.3 0.0 3.6 2.0 0.0 1.0 3.9 2.5 1.9 2.9 1.4
A Gregori I 24.5 1.3 0.5 1.6
Nefer 14.4 0.6 0.1
JC Manera 10.4 0.1 0.4 0.0 0.3
Cayetano 5.6 4.2 3.9 4.4
Milhomens 10.5 0.6 1.3 1.7 0.7
Piera 2.5 3.6 2.7
Sally 19.3 1.1 1.3 0.8
Samper II 15.2 4.3 2.1 2.6
Toni Tomaca 14.3 6.4 2.8 2.3
JC Manera Cayetano Milhomens Piera Sally Samper IIMagdal Cardona A Gregori I Nefer
 
 
Tabla 4.3. Número medio de tubos polínicos en la base del estilo por flor, para las cultivares de floración temprana.  
Nº t.p. ♂
♀ Toni Tomaca
Magdal 0,0 1,5 2,2 3,3 0,6 2,6 1,9 2,8 2,1 2,0 2,0
Cardona 2,2 0,0 0,8 0,3 0,0 0,2 0,9 0,5 0,4 0,7 0,3
A Gregori I 5,0 0,3 0,1 0,3
Nefer 2,9 0,1 0,0
JC Manera 2,8 0,0 0,1 0,0 0,1
Cayetano 4,6 0,9 0,8 0,9
Milhomens 2,5 0,1 0,3 0,3 0,1
Piera 0,7 0,8 0,6
Sally 4,1 0,3 0,3 0,2
Samper II 3,3 0,8 0,5 0,5
Toni Tomaca 3,1 1,3 0,6 0,5
SallyMagdal Cardona A Gregori I Nefer Samper IIJC Manera Cayetano Milhomens Piera
 
  
Tabla 4.4. Incompatibilidad en cultivares de floración temprana en níspero. 
♂
♀ Toni Tomaca
Magdal - + + + ? + + + + + +
Cardona + - - - - - - - - - -
A Gregori I + - - -
Nefer + - -
JC Manera + - - - -
Cayetano + - - -
Milhomens + - - - -
Piera ? - -
Sally + - - -
Samper II + - - -
Toni Tomaca + ? - -
Samper IIMilhomens Piera SallyMagdal Cardona A Gregori I CayetanoJC ManeraNefer
 
(-) Cruzamiento incompatible 
(+) Cruzamiento compatible 
(?) Falta verificación 
 
Tabla 4.5. Clasificación de la inter-incompatibilidad con el cultivar Cardona de cultivares estudiados. 
Incompatible con ‘Cardona’ Compatible con ‘Cardona’ 
Cardona 
Alfonso Gregori I 
Cayetano 
JC Manera 
Milhomens 
Nefer 
Piera 
Sally 
Samper II 
Toni Tomaca 
Magdal 
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DISCUSIÓN 
Se han evaluado relaciones de interincompatibilidad de 10 cultivares de 
níspero con un periodo de floración simultaneo al cultivar Cardona en 
polinizaciones controladas en laboratorio y sus implicaciones. 
A la hora de establecer un criterio para el discernimiento entre 
cruzamientos compatibles e incompatibles, se ha observado el comportamiento 
de los estilos al microscopio en auto-polinizaciones y en polinizaciones cruzadas 
entre cultivares. Se ha considerado como auto-incompatible el cultivar Cardona 
por los bajos cuajados registrados en fincas monovarietales aisladas. Dado que 
es un cultivar de floración precoz, la no presencia de polen compatible sería la 
causa principal de estos bajos cuajados y la auto-incompatibilidad quedaría 
patente ya que su propio polen no es capaz de realizar la fecundación. También 
se ha observado al microscopio el comportamiento de estilos procedentes del 
cruce entre ‘Cardona’ polinizado con el cultivar Magdal, considerado como 
cruzamiento compatible. Esto se ve corroborado por el hecho de que la 
presencia de ‘Magdal’ en el entorno de ‘Cardona’ mejora sustancialmente el 
cuajado en campo (Esteve Soler, comunicación personal) y reafirma trabajos 
previos en los que el cultivar Cardona responde positivamente a la polinización 
cruzada (Cuevas et al., 2003a). 
A través de las tablas de incompatibilidad, se han descrito dos grandes 
grupos de variedades: aquellas que se manifiestan claramente incompatibles con 
‘Cardona’, como es el caso de ‘Sally’ y ‘Nefer’, entre otras, y claramente 
compatibles con ‘Magdal’, que son la mayoría de las variedades estudiadas. Esto 
confirma la existencia de cruzamientos de incompatibilidad intraespecíficos en 
níspero. En el futuro sería interesante analizar la intercompatibilidad entre 
cultivares de níspero adicionales, no solo para las variedades de floración 
temprana, sino también para variedades de floración media o tardía, como es el 
caso de ‘Algerie’, que abarca un 80% de la producción total de níspero en el 
término de Callosa d’en Sarrià (Soler et al., 2007). 
El hecho de que el resto de los cultivares analizados se hayan descrito 
como incompatibles con ‘Cardona’ se debe a que la mayoría de ellos son 
mutaciones de yema de ‘Algerie’, al igual que ‘Cardona’. El cultivar Samper II 
tiene un origen confuso pero es probable que también provenga de una mutación 
de yema (E. Soler, comunicación personal). A su vez, todos estos cultivares han 
sido seleccionados por la fecha de floración o maduración del fruto, por lo que si 
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la mutación ha aparecido en esta característica agronómica es difícil que también 
se esté dando en la sustitución de nucleótidos en alguno de los alelos S.  
No se encontraron datos absolutos para el número de flores con al menos 
un tubo polínico en la base de algún estilo para los cruzamientos compatibles e 
incompatibles. No obstante, los datos obtenidos son similares en otros estudios 
en los que se ha evaluado el número medio de tubos polínicos en la base de 
algún estilo (Rodrigo y Herrero, 1996; Sanzol y Herrero, 2002). En el caso 
concreto del peral, en la autopolinización del cultivar Williams (cultivar auto-
incompatible), se obtuvieron los mismos resultados que en la autopolinización de 
‘Cardona’ de este estudio: alrededor del 90% de flores con algún tubo en la base 
en un total del 40% de los estilos de aquel cruzamiento (Sanzol y Herrero, 2002).  
Por otro lado, el número medio de tubos polínicos en la base del estilo por 
estilo para los cruzamientos incompatibles muestra una alta homogeneidad entre 
madres. El hecho de que el número de tubos polínicos en la base del estilo 
dependa del parental femenino puede deberse a la influencia del pistilo en la 
regulación tanto de la cinética del tubo polínico (Herrero y Arbeloa, 1989) como 
del tamaño de la población de tubos polínicos creciendo a lo largo del pistilo 
(Herrero, 1992). En este contexto, los pistilos de cultivares como Cayetano o 
Piera probablemente puedan permitir el crecimiento de más tubos polínicos que 
los pistilos de otros cultivares. Esta observación se ha tenido en cuenta en 
aquellos casos de cruzamientos dudosos en los que, al observar que el 
cruzamiento en sentido inverso es incompatible, se han establecido como inter-
incompatibles con ‘Cardona’. No se ha dado ningún caso de cultivar auto-
compatible en los genotipos estudiados.  
En el capítulo anterior se ha visto como el níspero muestra un sistema de 
incompatibilidad gametofítico (GSI) que, al igual que el resto de las Rosáceas, 
seguramente estará controlado por un locus multialélico llamado S (de 
Nettancourt, 2001). Los productos estilares de este sistema de incompatibilidad 
son ribonucleasas que son la responsables de la parada del crecimiento del tubo 
polínico en el estilo en los cruzamientos incompatibles (Kao y McCubbin, 1996). 
En otras especies pertenecientes a las Pyrinae (subtribu de las Rosáceas a la 
que pertenece el níspero) y que comparten el sistema de incompatibilidad 
gametofítico, se han identificado las ribonucleasas asociadas a la 
incompatibilidad, como es el caso del peral europeo (Sassa et al., 1996) o del 
manzano (Broothaerts et al., 1995) entre otras. La pregunta que se plantea ahora 
es saber si realmente el gen que codifica para S-RNasas está presente en 
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níspero y si actúa de forma similar al resto de las especies en las Pyrinae. Para 
ello se deberá explorar la incompatibilidad del níspero caracterizando 
genómicamente las S-RNasas, a través de técnicas basadas en la determinación 
alélica mediante PCR (Janssens et al., 1995; Ishimizu et al., 1999; Sanzol y 
Robbins, 2008). Con todo ello, se podrán identificar los alelos de incompatibilidad 
en níspero, que junto con los datos de cruzamientos obtenidos en la observación 
del tubo polínico en el microscopio, será de gran ayuda para identificar los 
cruzamientos óptimos en esta especie.  
Con la finalidad de encontrar polinizadores adecuados, para evitar 
cuajados erráticos en zonas carentes de polen compatible, no solo se debe tener 
en cuenta la compatibilidad entre cultivares. El polinizador ideal es aquel que 
tiene un solapamiento en el tiempo que dura la floración, con una producción 
buena tanto en calidad como en cantidad de polen (González et al., 1994). Los 
10 cultivares analizados son todos potencialmente buenos polinizadores en lo 
que respecta al periodo de floración, ya que presentan alguna coincidencia en 
este periodo. ‘Magdal’ es el único cultivar identificado como compatible con 
‘Cardona’ cuyo periodo de floración es algo más tardío y, además, este periodo 
es inferior en duración. No obstante, la coincidencia es plena con el cultivar 
Cardona por lo que se considera que no habrá problemas de disponibilidad de 
polen compatible. 
Como conclusión final, los resultados de este trabajo justifican la mejora 
observada en el cuajado con la presencia de polinizadores (Kan et al., 1986; 
Martínez-Calvo et al., 2000a; Karadeniz, 2002; Cuevas et al., 2003a) y abren 
claras expectativas para un manejo adecuado de esta especie en programas de 
mejora donde la incompatibilidad polen-pistilo deberá ser un aspecto más a tener 
en cuenta. 
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5. CARACTERIZACIÓN GENÓMICA DE LAS RIBONUCLEASAS 
(S-RNASAS) DE INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO EN 
NÍSPERO JAPONÉS (ERIOBOTRYA JAPONICA L.) * 
 
RESUMEN 
El níspero (Eriobotrya japonica L.) es un árbol frutal perteneciente a la 
subtribu Pyrinae, enmarcada en la familia Rosaceae, que se ha mostrado como 
auto-incompatible. Dado que las especies de la familia de las Rosaceae 
exhiben un sistema de incompatibilidad gametofítico en el que ribonucleasas 
estilares (S-RNasas) controlan la función femenina en el reconocimiento polen-
pistilo, se han buscado las S-RNasas en níspero japonés mediante cebadores 
consenso derivados del alineamiento de secuencias de S-RNasas de otras 
especies de Pyrinae. Como resultado se han secuenciado las cuatro primeras 
S-RNasas en níspero. Las secuencias genómicas obtenidas muestran los 
rasgos estructurales de las S-RNasas del resto de Pyrinae. Además, las 
observaciones al microscopio del crecimiento del tubo polínico en el estilo 
confirmaron las relaciones de inter-incompatibilidad establecidas por los análisis 
moleculares. Los análisis filogenéticos entre las secuencias de aminoácidos 
deducidas y otras S-RNasas de Pyrinae confirman que la divergencia de los 
alelos S en níspero y en las Pyrinae es anterior a la especiación. Este es el 
primer estudio en la caracterización genómica de S-RNasas en níspero, 
proveyendo una buena base para una selección apropiada de cultivares 
polinizadores y un adecuado diseño para futuros programas de mejora.  
 
 
 
* Carrera, L., Sanzol, J., Herrero, M., and Hormaza, J. I. 2009: Genomic 
characterization of self-incompatibility ribonucleases (S-RNases) in loquat 
(Eriobotrya japonica Lindl.) (Rosaceae, Pyrinae). Molecular Breeding 23: 539-551. 
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INTRODUCCIÓN 
El níspero japonés (Eriobotrya japonica Lindl.) es un frutal subtropical de 
hoja perenne que pertenece a la subtribu Pyrinae, dentro de la familia 
Rosaceae. La familia Rosaceae exhibe un sistema de incompatibilidad 
gametofítico (GSI) basado en RNasas controlado por un locus multialélico (de 
Nettancourt, 2001). Al pertenecer a esta famila, es altamente problable que en 
níspero opere un sistema similar de autoincompatibilidad, lo que se vé además 
corroborrado por estudios preliminares sobre la parada del tubo polínico en 
polinizaciones controladas (Singh y Rajput, 1962; Herrero, 2002) y por los 
estudios descritos en los capítulos 3 y 4 de este trabajo. 
En el sistema GSI el rechazo del tubo polínico ocurre en el estilo cuando 
alguno de los S-alelos de los gametos masculinos haploides del polen está 
presente en el tejido diploide del pistilo (revisiones recientes en McClure, 2006; 
McClure y Franklin-Tong, 2006). En el reconocimiento polen-pistilo están 
implicados al menos dos genes polimórficos muy ligados, localizados en el 
locus-S (Kao y Tsukamoto, 2004). El gen que controla la función femenina 
codifica una ribonucleasa estilar (S-RNasa) caracterizada originalmente en 
Nicotiana alata (Bredemeijer y Blaas, 1981; Anderson et al., 1986) y 
posteriormente en Rosaceae, concretamente en peral japonés (Pyrus pyrifolia 
L.) (Sassa et al., 1993), manzano (Malus x domestica Borkh.) (Broothaerts et 
al., 1995), cerezo (Prunus avium L.) (Bošković y Tobutt 1996) o almendro 
(Prunus dulcis Mill.) (Tao et al., 1997). La proteína S-RNasa es la responsable 
tanto del reconocimiento específico (McClure et al., 1989) como del rechazo 
(Huang et al., 1994; Lee et al., 1994; Murfett et al., 1994) del tubo polínico. Más 
recientemente, los genes F-Box específicos del polen han sido identificados 
como los responsables de la función del GSI del polen en Rosaceae. El gen F-
box específico del haplotipo S (SFB) ha sido identificado como el polen S en 
Prunus (Entani et al., 2003; Sonneveld et al., 2005). Además genes F-box 
múltiples (SLF/SFBBs), también específicos del polen, han sido identificados 
como candidatos posibles del polen S en Malus y Pyrus (Cheng et al., 2006; 
Sassa et al., 2007) aunque su papel en la auto-incompatibilidad todavía se está 
investigando (Kakui et al., 2007; Okada et al., 2008). 
La secuencia del gen que codifica para las S-RNasas se ha 
caracterizado muy bien en diferentes especies de Pyrinae y se ha empleado 
frecuentemente en la valoración de la diversidad alélica del locus S tanto en  
cultivares de cultivos frutales como el manzano (Broothaerts, 2003), peral 
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japonés (Ishimizu et al., 1999) y peral europeo (Pyrus communis L.) (Zuccherelli 
et al. 2002), como en poblaciones silvestres, en especies como el serbal de los 
cazadores (Sorbus aucuparia L.) y el majuelo (Crataegus monogyna Jacq.) 
(Raspe y Kohn, 2002). En el alineamiento de las S-RNasas de diferentes 
especies de Pyrinae se han identificado cinco regiones conservadas (C1, C2, 
C3, RC4 y C5) y una región hipervariable (HV) responsable de la especificidad 
alélica (Sassa et al., 1996; Ishimizu et al., 1998). Además, la caracterización 
genómica de la región del gen ha mostrado un único intrón de tamaño variable 
localizado en la región HV (Broothaerts et al., 1995). Este último rasgo ha sido 
usado extensamente en la identificación de los alelos S por análisis de PCR 
(Janssens et al., 1995; Ishimizu et al., 1999; Sanzol y Robbins, 2008). 
El objetivo de este trabajo es la identificación y caracterización del gen S-
RNasa asociado a la incompatibilidad gametofítica en níspero, a través de 
análisis genómicos de PCR y secuenciación, mediante el empleo de cebadores 
basados en las secuencias de las S-RNasas de otras especies de Pyrinae. La 
caracterización molecular del locus S en níspero japonés podría mejorar 
nuestro conocimiento en la genética molecular de la auto-incompatibilidad en 
esta especie y en la subtribu Pyrinae y podrá ser de gran ayuda en la selección 
de cruzamientos adecuados en programas de mejora y en un manejo adecuado 
del cultivo de níspero japonés. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material vegetal y aislamiento del ADN genómico 
Se emplearon en este trabajo cinco cultivares de níspero japonés 
previamente evaluados como auto-incompatibles (Herrero, 2002) (‘Algerie’, 
‘Amadeo’, ‘Cardona’, ‘Magdal’ y ‘Magdal Rojo’) localizados en la parcela 
experimental de la Cooperativa Ruchey en Callosa d’en Sarrià (Alicante, 
España). Dos cultivares de peral europeo con alelos S conocidos, ‘Agua de 
Aranjuez’ (S101S103) y ‘Doyenne du Comice’ (S104S105) (Sanzol et al., 2006; 
Goldway et al., 2009) fueron usados como control en los análisis genómicos 
mediante PCR.  
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El ADN genómico total para PCR fue aislado de hojas jóvenes siguiendo 
las recomendaciones de Hormaza (2002) con algunas modificaciones. Se 
molieron aproximadamente 50 mg de tejido foliar en 400 µl de tampón de 
extracción (Tris-HCl 100 mM, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, CTAB 2%, PVP 1%, 
NaHSO3 0,1%) para la ruptura de la pared celular y se homogeneizaron 
posteriormente con 2-mercaptoetanol 0,2% (v/v), que impide la oxidación de las 
muestras. Las muestras se mezclaron en este medio agitando suavemente y se 
incubaron a 65ºC durante 30 min. Tras este tiempo, el ADN se extrajo con un 
mismo volumen de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y, tras agitar 
cuidadosamente la mezcla por inversión, las fases se separaron por 
centrifugación a 10000g durante 15 min. El sobrenadante fue transferido y 
centrifugado nuevamente a 10000g durante 5 min y se añadió 240 µl de 
isopropanol frío para provocar la precipitación de los ácidos nucleicos. Las 
muestras se centrifugaron de nuevo a 13000g durante 5 min a 4ºC y el 
precipitado se lavó en 800 µl de acetato amónico 10 mM en etanol 76% durante 
20 min a 4ºC y centrifugando a 13000g durante 5 min a 4ºC. El precipitado se 
secó y se resuspendió durante toda la noche a 4ºC en 100 µl de tampón TE 
modificado [Tris-HCl 10 mM (pH 8.0), EDTA 0,1 mM] centrifugando a 14000g 
durante 5 min y se trataron las muestras con RNasa (10 µg/ml) durante 2 horas 
a temperatura ambiente. Las preparaciones de ADN fueron cuantificadas en un 
espectrofotómetro y se diluyeron en una concentración final de 10 ng/µl en 
tampón TE modificado. 
PCR y genotipado basado en las S-RNasas 
Se diseñaron cebadores consenso en base al alineamiento de alelos de 
S-RNasas conocidos de otras especies de Pyrinae. Las secuencias de 
nucleótidos se alinearon empleando el programa Clustal X (DNAStar, Madison, 
USA). Las regiones de hibridación seleccionadas en el diseño de los cebadores 
fueron las regiones conservadas C1 (MaC1F1), C5 (MaC5R1) y la conservada 
en los hexa-péptidos ‘IIWPNV’ (MaC2/3R1) localizada en la región intermedia 
entre las regiones conservadas C2 y C3 (Fig. 5.1). Los cebadores se emplearon 
en dos combinaciones diferentes: MaC1F1-MaC2/3R1 y MaC1F1-MaC5R1 
(Tabla 5.1) con tamaños de amplificación esperados que difirieron en ~300-pb 
(Fig. 5.2). Únicamente para el diseño de los cebadores MaC1F1 y MaC5R1 se 
usaron las secuencias completas de S-RNasas de manzano (Broothaerts, 
2003) y peral japonés (Ishimizu et al., 1999), mientras que para el diseño de 
MaC2/3R1 se emplearon secuencias parciales y completas obtenidas de 
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Crataegus monogyna (Raspe y Kohn, 2002), Sorbus aucuparia (Raspe y Kohn, 
2002), manzano (Broothaerts, 2003), peral japonés (Ishimizu et al., 1999) y 
peral europeo (Zuccherelli et al., 2002; Zisovich et al., 2004). 
 
 
 
  
SP C1 C2  HV  C3  RC4  C5  
 
        
 
   Cebadores:   MaC1F1                                           MaC2/3R1                                                               MaC5R1 
            EjC1F                                               Ej2C2/3R                                                                                EjC5R 
            EjC1F                                                                                                                                              PyusC5R 
 
Fig. 5.1. Representación esquemática del gen S-RNasa con la localización y tamaño del intrón 
para los cuatro alelos S de Eriobotrya japonica analizados en este trabajo. Se ha indicado 
mediante flechas la posición del los cebadores basados en las regiones conservadas C1, C5 y 
la región proteínica ‘IIWPNV’ conservada en las S-RNasas de Pyrinae. La señal peptídica 
(SP), la región hipervariable (HV) y las cinco regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5) de 
las S-RNasas de las Rosáceas están representadas en cajas. 
 
Tabla 5.1. Cebadores empleados en el análisis de las secuencias de S-RNasas por PCR en 
Eriobotrya japonica Lindl. 
 Cebador Orientación  Localizacióna   Secuencia 5´-3´ Degeneración 
 MaC1F1b 5´-3´        C1   att wtc aat tta cgc agc aat aat cag    2 
 MaC2/3R1b 5´-3´        C2/3   gba cgt tyg gcc aaa taa ttn yc   48 
 MaC5R1b 3´-5´        C5   aaa kas yra yct cra cya att cmg 256 
 EjC1F 5´-3´        C1   att atc aat tta cgc agc aat atc ag  
 Ej2C2/3R 3´-5´        C2/3   gga cgt tcg gcc aaa taa tta cc  
 EjC5R 3´-5´        C5   caa ata cca acc tca acc aat tca g  
 PyusC5R 3´-5´        C5   caa aga gta acc tca acc aat gca g  
a Regiones conservadas C1, C2/3 y C5 
b Cebadores consenso que se diseñaron en base al alineamiento de alelos de S-RNasas de Pyrinae. La utilización 
de nucleótidos alternativos en las secuencias se indica mediante las abreviaturas: K=G+T, M=A+T, R=A+G, S=C+G, 
W=A+T, Y=C+T, B=C+G+T, N=A+C+G+T.  
 
 
S1 326 
 
S2 147 
 
S3 319 
 
S4 177 
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La PCR contenía en un total de 20 µl de mezcla de reacción (anexos 
protocolos) 80 ng de ADN genómico, 16 mM (NH4)2SO4, 67 mM Tris-HCl (pH 
8.8), 0,01%Tween20, 1,6 mM MgCl2, , 0,8 mM dNTP, 0,4 µM de cada cebador , 
1,2 unidades de BioTaqTM ADN polimerasa (Bioline, London, UK) y una gota de 
aceite mineral en un termociclador PTC-200 (MJ Research, Watertown, MA, 
USA) usando el siguiente perfil de temperaturas: un paso inicial de 1 min de 
desnaturalización a 94°C, 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C y 1 min a 72°C 
y un ciclo de extensión final de 5 min a 72°C. Los productos de amplificación se 
resolvieron, por un lado, en geles de agarosa Metaphor al 1,8% (FMC 
Bioproducts, Rockly, ME, USA) en tampón TBE 1x (p/v) y se tiñeron con 
bromuro de etidio previamente a la visualización bajo luz ultravioleta (Fig. 5.2) o 
bien mediante electroforesis capilar en un sistema capilar de análisis del ADN 
CEQTM 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Para la electroforesis 
capilar se marcó el cebador 5’ con el fluoróforo WellRED D4 (Proligo, París, 
Francia). Las muestras fueron desnaturalizadas a 90ºC durante 120 s, 
inyectadas a 2,0 kV, 30s, y separadas a 6,0 kV durante 35 min. Todos los 
experimentos se repitieron al menos dos veces para confirmar la 
reproducibilidad de los resultados.  
 
 
Fig. 5.2. Amplificación de PCR de 
los 4 alelos de S-RNasa de los 5 
cultivares de níspero definidos en 
este estudio, empleando a la 
combinación de cebadores 
MaC1F1-MaC5R1 y b la 
combinación MaC1F1-MaC2/3R1. 
M = escalera 1 kb ADN (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA), Alg = ‘Algerie’ 
(S1-S2), Car = ‘Cardona’ (S1-S2), Am 
= ‘Amadeo’ (S1-S3), Mg = ‘Magdal’ 
(S2-S4) y MgR = ‘Magdal Rojo’ (S2-
S4). 
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Secuenciación del ADN 
Después de la electroforesis en gel los productos de PCR se cortaron y 
purificaron con el kit comercial NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel, 
Alemania). Los productos se clonaron con el plásmido ‘pGEM-T Easy’ cloning 
vector (Promega, Madison, WI, USA), precipitados con butanol y transformados 
por electroporación con células competentes de gran eficiencia (suministradas 
con el plásmido comercial). Previamente a la secuenciación se emplearon 
cebadores universales M13 en ambas direcciones (5’ y 3’) (anexos protocolos). 
Las secuencias fueron determinadas en al menos dos clones derivados de dos 
reacciones de PCR independientes.  
Los alelos S1, S2 y S4 se secuenciaron a partir de los productos de PCR 
obtenidos con los cebadores de níspero EjC1F-EjC5R (ver resultados). El alelo 
S3 no pudo ser secuenciado del cultivar Amadeo con la combinación EjC1F-
EjC5R. En este cultivar, en un primer paso, se obtuvo un producto de PCR de 
530 pb que fue secuenciado con la combinación de cebadores EjC1F-EjC2/3R. 
Una búsqueda Blast reveló una alta homología entre esta secuencia y la de S42-
RNasa de Pyrus usuriensis L. (Número de accesión (AN): EF643637); por 
tanto, se diseñó un nuevo cebador (PyusC5R) basado en la secuencia S42-
RNasa de Pyrus usuriensis. Finalmente, el alelo S3 fue secuenciado del 
producto de PCR amplificado con la combinación de cebadores EjC1F-
PyusC5R. 
Polinizaciones y crecimiento del tubo polínico 
Para el establecimiento de las relaciones de interincompatibilidad entre 
los cinco genotipos estudiados se han realizado cruzamientos y 
autopolinizaciones mediante el empleo de flores a las que se les había 
eliminado las anteras y los pétalos y se han colocado sobre espuma de florista 
húmeda en el laboratorio. La compatibilidad de cada cruzamiento se determinó 
mediante la observación al microscopio del crecimiento del tubo polínico en el 
pistilo. El polen empleado en las polinizaciones se obtuvo de flores en estado 
botón globoso. Tras extraer las anteras de las flores, se colocaron sobre papel 
a temperatura ambiente. Después de 24 h el polen se tamizó a través de una 
malla de 0,26 mm y se empleó para las polinizaciones. Se emascularon 10 
flores de cada genotipo receptor de polen en estado botón globoso, se 
colocaron en espuma de florista húmeda y se polinizaron transcurridas 24 h.  
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Los pistilos polinizados fueron fijados tres días después en FAA (etanol 
70%, ácido acético glacial: formaldehído) (18.1:1, v/v), (Johansen, 1940). Las 
observaciones al microscopio del crecimiento del tubo polínico se realizaron por 
aplastamiento después de la eliminación del fijador mediante 3 lavados en agua 
destilada de 1 h de duración, ablandando el pistilo en sulfito sódico al 5% y 
autoclavándolo durante 10 min a 1,1 kg cm-2(Jefferies y Belcher, 1974) y se tiñó 
con azul de anilina 0,1% en N K3PO4 (Currier, 1957; Linskens y Esser, 1957). 
Las preparaciones se examinaron bajo un microscopio Leica DM2500 de 
epifluorescencia para luz ultravioleta con filtro A (descrito en el capítulo 1). Se 
tomaron datos de la longitud del tubo polínico más largo y el número de tubos 
polínicos en la base del estilo para cada flor. Los cruzamientos se consideraron 
incompatibles cuando los tubos polínicos se detenían en la mitad del estilo 
(aunque ocasionalmente podían observarse 1-2 tubos polínicos por flor por 
debajo de este punto) en oposición a los 10-15 tubos polínicos por flor que 
alcanzaban la base del estilo en cruzamientos compatibles (capítulos 3 y 4).   
Alineamiento de las secuencias y comparación con otras secuencias de 
Rosaceae  
Se dedujo la secuencia de aminoácidos a partir de las secuencias de 
cDNA buscando el punto de unión intrón/exón mediante su comparación con 
alelos homólogos en la base de datos del GeneBank, lo que permitió 
determinar los posibles puntos de inserción del intrón. Después de descartar los 
intrones, se obtuvieron las secuencias proteínicas deducidas entre las regiones 
conservadas C1 y C5 y se alinearon con el programa Clustal X (Thompson et 
al., 1997), ajustándolas manualmente. Las secuencias fueron comparadas con 
diferentes secuencias de especies de Pyrinae (Pyrus x bretschneideri, Malus 
domestica, Crataegus monogyna y Sorbus aucuparia) disponibles en la base de 
datos EMBL. Se construyó un árbol filogenético a partir de los datos de las 
secuencias de este trabajo y otras 53 secuencias adicionales (50 de Pyrinae y 3 
de Amygdaleae) con el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007) usando el 
método del “Neighbour-Joining” (NJ) con 500 repeticiones de “bootstrap”. 
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RESULTADOS 
Caracterización genómica de las ribonucleasas S en níspero 
Para identificar las secuencias relacionadas con las S-RNasas en 
níspero se ha realizado una aproximación basada en PCR de ADN genómico. 
Inicialmente se emplearon dos pares de cebadores consenso derivados del 
alineamiento de S-RNasas de Pyrinae (MaC1F1-MaC2/3R1 y MaC1F1-
MaC5R1, Tabla 5.1) para amplificar el ADN genómico de cinco cultivares auto-
incompatibles: ‘Algerie’, ‘Cardona’, ‘Amadeo’, ‘Magdal’ y ‘Magdal Rojo’ (Fig. 
5.2). Además, se utilizaron dos cultivares de peral europeo con alelos S 
conocidos, ‘Agua de Aranjuez’ (S101S103) y ‘Doyenne du Comice’ (S104S105), 
como control en la PCR, obteniéndose los tamaños esperados para los 
productos de PCR con ambos pares de cebadores.  
El patrón de bandas polimórfico que se obtuvo para los cinco cultivares 
de níspero analizados y el tamaño de las amplificaciones de PCR (360-530 pb), 
se encontraba en el rango de las S-RNasas conocidas de otras Pyrinae: desde 
321 pb para el alelo PuS30 (EF643641) hasta 2427 pb para MdS16c (AB126322), 
aunque la gran mayoría (~75%) de las S-RNasas conocidas de Pyrinae se 
encuentran en un rango mucho más estrecho, entre 321-545 pb (datos no 
mostrados). Los perfiles de amplificación obtenidos para los cultivares de 
níspero mostraron que cada producto de PCR amplificado con el par de 
cebadores MaC1F1-MaC2/3R1, tenía un producto relacionado de ~300 pb 
adicionales, obtenido con la combinación de cebadores MaC1F1-MaC5R1 (Fig. 
5.2). Estos resultados fueron consistentes con la localización de las regiones de 
unión de los cebadores dentro de la secuencia del gen S-RNasa (Fig. 5.1).  
Con el propósito de mejorar la resolución del tamaño de los 
polimorfismos entre las amplificaciones de PCR, para evitar confusiones entre 
la amplificación de fragmentos de tamaños similares entre los cultivares Magdal 
y Magdal Rojo y para resolver el caso de que sólo se distingue una banda tras 
la electroforesis en geles de agarosa en el cultivar Amadeo, se empleó un 
análisis capilar de ADN para la separación de fragmentos. De manera adicional, 
se desarrollaron tres cebadores específicos para para las S-RNasas de níspero 
japonés basados en las secuencias obtenidas con los cebadores consenso, con 
el fin de reducir el ruido inicial obtenido con estos cebadores degenerados 
(Tabla 5.1): Un cebador 3’ localizado en la región C1 (EjC1F) y dos cebadores 
5’ localizados en la región C2/3 (Ej2C2/3R) y C5 (EjC5R) (Fig. 5.1). En términos 
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generales, se pudieron discriminar cuatro bandas de amplificación diferentes 
para cada par de combinaciones de cebadores en el total de cultivares 
analizados: 355, 385, 520 y 530 pb con el par MaC1F1-MaC2/3R1 y 655, 685, 
820 y 830 pb con MaC1F1-MaC5R1. El patrón de bandas obtenido después del 
análisis capilar de ADN con la combinación de cebadores EjC1F-EjC2/3R 
resolvió dos bandas para el cultivar Amadeo (523 y 530). Además, por otro 
lado, los resultados confirmaron que tanto ‘Magdal’ y ‘Magdal Rojo’ como 
‘Algerie’ y ‘Cardona’ compartían las mismas bandas cuando eran evaluados 
con estos cebadores. En base a estos resultados, se pudo establecer la 
primera composición de alelos S en los cultivares de níspero: S1S2 (‘Algerie’ y 
‘Cardona’), S1S3 (‘Amadeo’), y S2S4 (‘Magdal’ y ‘Magdal Rojo’) (Tabla 5.2). 
 
Tabla 5.2. Genotipo de los alelos S de cinco cultivares de níspero y tamaño de los fragmentos de  
S-RNasa (pb) obtenidos por PCR empleando tres diferentes combinaciones de pares de 
cebadores. 
 Genotipo-S Cultivares de níspero     EjC1F- EjC5R   EjC1F- Ej2C2/3R   EjC1F-PyusC5R 
 S1-S2 Algerie Cardona 831/652 530/357 n.a./652 
 S1-S3 Amadeo 831/818 530/523 n.a./818 
 S2-S4 Magdal Magdal Rojo 652/679 357/384  
n.a. = no hay amplificación o esta es muy débil. 
 
Observaciones al microscopio del crecimiento del tubo polínico 
Para confirmar las relaciones de incompatibilidad predichas por los 
análisis genómicos, se analizó el crecimiento del tubo polínico al microscopio 
para las diferentes combinaciones. Los resultados obtenidos muestran que los 
tubos polínicos se detienen en la mitad del estilo (Fig. 5.3) tanto en todas las 
autopolinizaciones como en las polinizaciones cruzadas en los genotipos que 
comparten la misma dotación alélica S, mientras que en las polinizaciones 
cruzadas con genotipos con diferentes alelos los tubos alcanzan la base del 
estilo (Tabla 5.3).  
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Tabla 5.3. Observaciones al microscopio de las relaciones tanto de auto-incompatibilidad como 
incompatibilidad cruzada entre los cultivares de níspero incluidas en este trabajo. 
 ♂ Algerie Cardona Amadeo Magdal Magdal Rojo 
♀ Genotipo-S S1-S2 S1-S2 S1-S3 S2-S4 S2-S4 
Algerie S1-S2 - - + + + 
Cardona S1-S2 - - + + + 
Amadeo S1-S3 + + - + nr 
Magdal S2-S4 + + + - - 
Magdal Rojo S2-S4 + + + - - 
(+) = Cruzamiento compatible; (-) = Cruzamiento incompatible; nr = Cruzamiento no realizado. 
 
 
Fig. 5.3. Tubo polínico incompatible de níspero cv. Algerie tres días después de la 
autopolinización, deteniéndose en el 40% del estilo (barra = 20 μm). 
 
Análisis de la secuencia del gen S-RNasa en níspero y comparación con 
las secuencias de S-RNasas en Pyrinae 
Los cuatro productos polimórficos de PCR amplificados con la 
combinación de cebadores EjC1F-EjC5R fueron clonados y secuenciados, 
correspondiendo a regiones genómicas de cuatro secuencias diferentes 
relacionadas con las S-RNasas y fueron denominadas S1, S2, S3 y S4. Cada 
alelo fue secuenciado de los siguientes cultivares: S1 de ‘Algerie’ y ‘Amadeo’, S2 
de ‘Algerie’, S3 de ‘Amadeo’ y S4 de ‘Magdal’ y ‘Magdal Rojo’ (Tabla 5.4). Los 
productos de PCR amplificados con la combinación de oligonucleótidos EjC1F-
EjC5R fueron empleados para secuenciar los alelos S1, S2 y S4 mientras que la 
combinación de cebadores EjC1F-PyususC5R fue usada para la secuenciación 
de S3.  
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Tabla 5.4. Cultivares de níspero empleados para obtener la secuencia de alelos S y alelos más 
similares, encontrados en la base de datos del GenBank, para cada alelo de níspero 
identificado. 
Alelos S Cultivares Cebadores Homología Alelos Accesión GB 
S1 Algerie 
Amadeo 
EjC1F-EjC5R 98% Sf-RNase precursor Malus x domestica 
S12-RNase Pyrus x bretschneideri 
D50837  
EU081889 
S2 Algerie EjC1F-Ej5R 95% S34-RNase Pyrus x bretschneideri DQ414813 
S3 Amadeo EjC1F-PyusC5R 97% S42-RNase Pyrus ussuriensis 
S42-RNase Pyrus x bretschneideri 
EF643637 
EF689007 
S4 Magdal  
Magdal Rojo 
EjC1F-EjC5R 97% S17-RNase Crataegus monogyna AF504289 
GB = GenBank 
 
El intrón se encontró en la región hipervariable en la misma posición para 
los cuatro alelos de S-RNasa identificados (S1, S2, S3 y S4). La longitud del 
intrón difirió para los cuatro alelos: 326 (S1), 147 (S2), 319 (S3) y 177 (S4) pb 
(Fig. 5.1). Todas las secuencias conservaban la secuencia consenso GT/AG en 
la zona de unión del intrón (Simpson y Filipowicz, 1996). Las secuencias de 
ADN genómico para los cuatro alelos de S-RNasa (S1, S2, S3 y S4) han sido 
incorporadas en la base de datos de NCBI (Número de accesión: EU442285, 
EU442286, EU442287 y EU442289 para Eriobotrya japonica S1, S2, S3 y S4 
RNasas, respectivamente). 
Las secuencias deducidas de aminoácidos correspondientes a los cuatro 
alelos de níspero fueron alineadas con otras nueve secuencias de S-RNasas 
de Pyrinae, descargadas de la base de datos EMBL (Fig. 5.4). Las secuencias 
de níspero muestran los rasgos estructurales fundamentales de las S-RNasas 
de las Pyrinae, incluyendo las tres regiones conservadas (C2, C3 y RC4) y la 
región HV en idéntica posición a las otras secuencias analizadas. Asimismo 
exhiben dos histidinas, que muestran actividad ribonucleasa esencial en las 
Solanaceae (Royo et al., 1994), y cinco cisteínas. La similitud entre las 
secuencias de aminoácidos de los alelos de níspero oscila entre el 60% y el 
71%, mientras que entre las secuencias de los cuatro alelos de RNasas 
estilares identificadas en níspero y las S-RNasas de especies pertenecientes a 
las Pyrinae se obtuvo una homología superior al 95% (Tabla 5.4). La homología 
más alta (98%) se obtuvo entre el alelo de níspero S1 y los dos alelos Sf-RNasa 
precursor de Malus domestica y S12-RNasa de Pyrus bretschneideri. 
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                                                   ◊      ◊          * 
PpyrS1    MGVTGMTYMFTMVFSLIVLILSSSTVGYDYFQFTQQYQPAVCNSNPTPCNDPTDKLFTVHGL    62 
PpyrS6    MGITGMIYMVPMVFSLIVLISCSSTMGYNYFQFTQQYQPAVCNSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    62 
PpyrS7    MGITGMIYIVTMVFSLIVLILSSSTVGYDYFQFTQQYQPAVCNSKPTPCKDPPDKLFTVHGL    62 
PcomS104  MG-TGMIYMVMMVFSLIVLILSSSTVGFDYYQFTQQYQPAVCNSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    61 
PcomS105  MGITGIIYMVTMVFLLIVLILPSPTVGYDYFQFTQQYQLAVCHFNPTPCKDPPDKLFTVHGL    62 
PcomS108  MGNTGMIYMFTMVFSLIVLILSSSTVGYDYFQFTQQYQPAVCNSNPTPCNDRPEKLFTVHGL    62 
MdomS1    MV-TGMIYVVMMVFSLILLILSSSTVGFDYYQFTQQYQPAVCNSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    61 
MdomS2    MGTTRMVYIVTMLFSLIVLILSSSTVGYDYFQFTQQYQPAACNSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    62 
MdomS3    MGITGMIYMVTMVFSLIVLILSSSAVKFDYFQFTQQYQPAVCSSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    62 
EjapS1    --------------------------------------PAVCNSNPTPCKDPPDKLFTVHGL    24 
EjapS2    --------------------------------------PAVCNSSTTPCKDPADKLFTVHGL    24 
EjapS3    --------------------------------------PAVCNFTSNPCKDPPDKLFTVHGL    24 
EjapS4    --------------------------------------LAVCNSSRTPCKDPPDKLFTVHGL    24 
          ___________________________ ______________            ________             
                   Péptido Señal                                            C1                                                         C2 
                      ◊                                         *  ◊ 
PpyrS1    WPSNRNGPDPEKCKTTALNSQKIGNMTA-QLEIIWPNVLNRSDHVGFWEKEWIKHGTCG-YP   122 
PpyrS6    WPSNDVGDDPIYCKNKTIKSQQIGNLTA-QLIIIWPNVLDRTDHVGFWNRQWNKHGSCGKAP   123 
PpyrS7    WPSNLNGPHPENCTNATVNPHRIKNIQA-QLKIIWPNVLDRTNHVGFWNKQWIKHGSCG-YP   122 
PcomS104  WPSDSNGNDPKYCKAP--PYQTMKILEP-HLVIIWPNVLNRNDHEVFWRKQWDKHGSCA-SS   119 
PcomS105  WPSNSTGNDPMYCKNTTLNSTKIANLTA-QLEIIWPNVLDRTDHITFWNKQWNKHGSCG-RP   122 
PcomS108  WPSNKKGPDPEKCKNIQMNSQKIGNMAA-QLEIIWPNVLNRTDHVGFWEREWLKHGTCG-YP   122 
MdomS1    WPSNSNGNDPEYCKAP--PYHTIKMLEP-QLVIIWPNVLNRNDHEGFWRKQWDKHGSCA-SS   119 
MdomS2    WPSNMNRSELFNCSSSNVTYAKIQNIRT-QLEMIWPNVFNRKNHLGFWNREWNKHGACG-YP   122 
MdomS3    WPSNVNGSDPKKCKTTILNPQTITNLTA-QLEIIWPNVLNRKAHARFWRKQWRKHGTCG-YP   122 
EjapS1    WPSNSNGNDPEYCKAP--PYHTIKILQP-QLVIIWPNVLNRNDHEGFWRKQWDKHGSCA-SS    82 
EjapS2    WPSNWNGSHPENCTNKTMNSLAIGTLTA-QLEIIWPNVLNRNDHVGFWNRQWNKHGTCG-VP    84 
EjapS3    WPSNAKGNDPEGCKTQ--KYQKMQTLEP-QLEIIWPNVYNRTANEVFWRKQWYKHGSCA-SP    82 
EjapS4    WPSSMVGPDPSNCPIK--NIRKREKLLEPQLEIIWPNVFDRSKNKLFWDKEWMKHGSCG-YP    83 
          ___          _________________                _____________             
                                                        HV                                                                            C3 
 
                                                                    ◊ 
PpyrS1    TIKDDMHYLQTVIRMYITQKQNVSAILSKAAIQPNGTNRPLVDIENAIRRGTNNTKPKFKCQ   184 
PpyrS6    TIKDEMHYFKTVIKMYITQKQNVSEILSRAKIEPEGKIRRRDDIINAIRLGTKDKKPKLKCQ   185 
PpyrS7    AIMNDTHYFQTVINMYITQKQNVSEILSKAKIEPLGIQRPLVHIENAIRNSTNNKKPKFKCQ   184 
PcomS104  PIQNQTHYFDTVIKMYTTQKQNVSEILSKANIKPGRKSRRLVDIENAIRKVINNMTPKFKCQ   181 
PcomS105  AIQNDMHYLQTVIKMYITQKQNVSEILSKAKIEPVGRFWTQKEIEKAIRKGTNNKEPKLKCQ   184 
PcomS108  TIRDDMHYLKTVIKMYITQKQNVSAILSKAMIQPNGQNRSLVDIENAIRSGTNNTKPKFKCQ   184 
MdomS1    PIQNQKHYFDTVIKMYTTQKQNVSEILSKANIKPGRKNRPLVDIENAIRNVINNMTPKFKCQ   181 
MdomS2    TIRNDLHYFQTVIKMYITQKQNVSDILSKAKIEPDGNIRTQKEIVDAIRKGIHGKEPNLKCQ   184 
MdomS3    TIADDMHYFSTVIEMYITKKQNVSEILSKAKIKPEKKFRTRDDIVNAISQSIDYKKPKLKCK   184 
EjapS1    PIQNQKHYFDTVIKMYTTQKQNVSEILSKANIKPGRKNRPLVDIENAIRNVINNMTPKFKCQ   144 
EjapS2    KINDSLQYFRTVIKMYITQKQNVSEILAKANIKPEGKNRTLVDILKAIRSGTNNKAPKLKCQ   146 
EjapS3    PLQNQTHYFDTVIKMYRTQKQNVSYILSKANIEPKGEKRALVDIENAIRSGTNNKAPKLKCQ   144 
EjapS4    TIDNENHYFETVIKMYITKKQNVSGILSKAKIEPDGKKRTLLDIENAIRSGADNKKPKLKCQ   145 
                             ______________                        
                                     RC4 
 
                         ◊          ◊           ◊  
PpyrS1    KNTRTT-TELVEVTLCSDRDLKKFINCPHGPPQGSRFSCPSS-VQY                   228 
PpyrS6    KNNQT--TELVEITICSDRNLTQFIDCPRSSFKGSPFHCPTNHILY                   229 
PpyrS7    KNS--GVTELVEVGLCSDGSLTQFRNCPH-PPPGSPYLCPAD-VKY                   226 
PcomS104  KNPRTSLTELVEVGLCSDSNLTQFINCPHPFPQGSRYFCPTN-IQY                   226 
PcomS105  RNTQG--TELVEVTICSDRNLKQFIDCPRPILNGSRYYCPTNNILY                   228 
PcomS108  KNTRTT-TELVEVTLCSDRDLTKFINCPQ-PQQGSRYLCPAD-VQY                   227 
MdomS1    KNTRTSLTELVEVGLCSDSNLTQFINCPRPFPQGSRNFCPTN-IQY                   226 
MdomS2    KNT--QMTELVEVTLCSDGNLKQFIDCPHHFPNGSRHNCPTNHILY                   228 
MdomS3    NNN--QITELVEVGLCSDNNLTQFIDCPRPFPQGSPFFCPTNNIQY                   228 
EjapS1    KNTKTSL---------------------------------------                   151 
EjapS2    RKASM-----------------------------------------                   151 
EjapS3    TNARM-----------------------------------------                   149  
EjapS4    KKGTT-----------------------------------------                   150 
                  _________                        
                      C5 
 
 
► 
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◄ 
Fig. 5.4. Alineamiento de las secuencias derivadas de aminoácidos de las cuatro S-RNasas de 
Eriobotrya japonica analizadas en este trabajo y comparadas con otras nueve S-RNasas 
adicionales de especies de Pyrinae. Las secuencias fueron alineadas manualmente. La 
posición de los aminoácidos está numerada. La región péptido señal, la región hipervariable y 
las cinco regiones conservadas (HV, C1, C2, C3, RC4 y C5) de las S-RNasas de las 
Rosaceae están subrayadas. Los residuos conservados de los aminoácidos están 
sombreados. Los ‘gaps’ están marcados con guiones. Están indicadas las cisteinas 
conservadas (◊) y las histidinas (*) de las Rosaceae. El lugar de inserción del intrón está 
indicado por una flecha. Los lugares de los cebadores basados en las regiones conservadas 
C1 y C5 y la región proteínica ‘IIWPNV’ de las S-RNasas de las Pyrinae están indicadas 
mediante cajas. Las abreviaturas son las siguientes: Ppyr: Pyrus pyrifolia, Pcom: Pyrus 
communis, Mdom: Malus domestica. Los números de accesión del GenBank para las nueve 
S-RNasas de las Pyrinae son: AB002139 (PpyrS1), AB002142 (PpyrS6), AB002143 (PpyrS7), 
AB236430 (PcomS105), AB236429 (PcomS104), AB236427 (PcomS108), D505837 
(MdomS1), U12199 (MdomS2), U12200 (MdomS3). 
 
Cincuenta y cuatro S-RNasas de Pyrinae pertenecientes a seis especies 
diferentes, incluidos los cuatro alelos de níspero analizados en este estudio, 
fueron analizadas y usadas en la construcción del árbol filogenético por el 
método del ‘Neighbour-Joining’. También se incluyeron en el análisis tres 
secuencias de S-RNasas de la subtribu Amygdaleae que se emplearon como 
grupo externo (Sa de Prunus dulcis, S1 de P. avium y Sa de P. salicina) (Fig. 
5.5). Los alelos de níspero claramente se agruparon con las S-RNasas de las 
Pyrinae formando un agrupamiento diferenciado con las secuencias de 
Amygdaleae. En varios casos, se observó que algunas S-RNasas dentro de 
Pyrinae se encontraban más próximas filogenéticamente a S-RNasas de otras 
especies que a S-RNasas de su misma especie. Este patrón transespecífico 
también se observó para las nuevas S-RNasas de níspero identificadas en este 
trabajo, sugiriendo que la divergencia de los alelos S de níspero es anterior a la 
especiación, en concordancia con el patrón general observado para las otras 
especies de Pyrinae analizadas hasta el momento. 
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Fig. 5.5. Árbol filogenético ‘Neighbour-
joining’ desarrollado con el programa 
MEGA4 con 500 replicaciones ‘bootstrap’ 
para las 4 secuencias analizadas de S-
RNasa de Eriobotrya japonica en este 
trabajo y 50 secuencias S-RNasa 
adicionales de Pyrinae y 3 de Amygdaleae. 
El alineamiento se ha realizado con las 
secuencias deducidas de aminoácidos 
mediante el alineador de secuencias 
múltiples CLUSTAL X. Las probabilidades 
posteriores están indicadas sobre las 
ramas (no se muestran los valores <75%). 
Los datos de las secuencias del las S-
RNasas incluidas en el alineamiento son 
las siguientes: 10 secuencias de 
Crataegus monogyna (Cmon) (Raspe y 
Kohn, 2002), 10 de Sorbus aucuparia 
(Sauc) (Raspe y Kohn, 2002), 15 de Malus 
domestica (Mdom) usando la 
renumeración propuesta por Broothaerts 
(2003), 7 de Pyrus pyrifolia (Ppyr) 
(Ishimizu et al., 1999), 9 de Pyrus 
communis (Pcom) (Takasaki et al., 2006) 
usando la renumeración propuesta por 
Goldway et al (2009). Los números de las 
accesiones de las secuencias de 
nucleótidos para las S-RNasas de 
Amygdaleae mostradas son: AB026836 
Prunus dulcis (PdulSa), AB028153 Prunus 
avium (PaviS1), AB026981 Prunus salicina  
(PsalSa). Las secuencias de Eriobotrya 
japonica (Ejap) S1 a S5 están indicadas 
con el símbolo .  
 EjapS1
 MdomS1
 PcomS104
 MdomS20
 MdomS24
 EjapS3
 PpyrS2
 PpyrS5
 PpyrS3
 EjapS4
 PcomS107
 MdomS4
 MdomS16
 MdomS22
 CmonS9
 PcomS102
 CmonS8
 PcomS101
 SaucS10
 CmonS4
 MdomS3
 SaucS7
 PcomS103
 MdomS10
 PcomS118
 PcomS119
 PpyrS7
 SaucS3
 SaucS4
 SaucS5
 CmonS10
 SaucS2
 CmonS2
 EjapS2
 CmonS5
 PcomS108
 MdomS19
 SaucS9
 CmonS7
 CmonS6
 SaucS8
 PpyrS4
 SaucS6
 CmonS3
 PpyrS1
 MdomS9
 PcomS105
 PpyrS6
 MdomS23
 MdomS7
 CmonS1
 SaucS1
 MdomS2
 MdomS26
 PsalSa
 PaviS1
 PdulSa
100
100
93
100
82
97
100
100
84
100
100
100
98
97
95
100
99
99
90
99
95
76
98
91
98
92
88
80
77
98
100
0.1
Caracterización genómica de las S-RNasas                 
118 
DISCUSIÓN 
Este estudio muestra por primera vez la caracterización molecular de 
secuencias genómicas de S-RNasas de níspero. El empleo de cebadores 
consenso derivados de la alineación de otras S-RNasas de Pyrinae permitió la 
identificación del gen S-RNasa en Eriobotrya japonica y la detección de cuatro 
alelos S-RNasa diferentes. Los análisis microscópicos confirmaron los 
resultados moleculares. Las secuencias de aminoácidos deducidas se han 
comparado con otras S-RNasas en Pyrinae y se emplearon para construir un 
árbol filogenético. Este análisis confirmó que los alelos de níspero exhiben el 
mismo modelo trans-específico observado para las otras S-RNasas de Pyrinae 
estudiadas hasta ahora, en el que alelos de especies diferentes puede ser más 
similares entre sí que alelos que pertenecen a la misma especie (Ioerger et al. 
1990). 
La autoincompatibilidad en Eriobotrya japonica 
Para estudiar el mecanismo de incompatibilidad polen-pistilo que opera 
en E. japonica se han empleado cebadores consenso, diseñados a partir de 
diferentes S-RNasas de Pyrinae, para identificar las ribonucleasas de auto-
incompatibilidad en níspero. Todos los alelos S estudiados mostraron 
características de las secuencias de las S-RNasas. En base a estas pruebas y 
a los resultados obtenidos del análisis del crecimiento del tubo polínico en el 
pistilo en cruzamientos controlados, se puede concluir que E. japonica muestra 
un sistema de auto-incompatibilidad gametofítico (GSI). Los cebadores 
consenso han sido también usados satisfactoriamente para la identificación de 
alelos S en otras especies de Pyrinae como el manzano (Broothaerts, 2003), 
peral japonés (Ishimizu et al., 1999), peral europeo (Zuccherelli et al., 2002) o 
Sorbus aucuparia y Crataegus monogyna (Raspe y Kohn, 2002). Por tanto, los 
resultados de este trabajo apoyan el empleo de cebadores consenso para la 
detección de alelos S en especies relacionadas.  
Estructura del gen S-RNasa en E. japonica y su comparación con con el 
de otras Pyrinae 
La clonación y secuenciación de los cuatro fragmentos polimórficos 
obtenidos en los cinco cultivares muestran correspondencia con las regiones 
genómicas de S-RNasas de Pyrinae. El alineamiento de las secuencias 
deducidas de aminoácidos de níspero de los alelos S: S1, S2, S3 y S4 con otras 
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secuencias de Pyrinae, indica que las S-Rnasas de níspero contienen la 
organización estructural primaria de las S-RNasas de Pyrinae (Ishimizu et al., 
1998). Se han podido identificar en níspero las regiones conservadas C2, C3 y 
RC4 y la región C2 aparece como la región más conservada entre los cultivares 
de níspero, al igual que entre especies que pertenecen a las Pyrinae (Janssens 
et al., 1995). La región hipervariable (RHV) es también sumamente variable en 
níspero, al igual que en otras especies de Pyrinae estudiadas hasta ahora, 
mostrando la inserción de un único intrón. Las principales responsables del 
polimorfismo alélico son las diferencias en el tamaño del intrón, lo que tiene 
utilidad para el genotipado molecular de los alelos S en níspero, de manera 
similar a como se ha realizado en otras especies de las Pyrinae, como el 
manzano (Broothaerts, 2003; Broothaerts et al., 2004; Matsumoto et al., 2007; 
Kim et al., 2008; Nybom et al., 2008), el peral japonés (Ishimizu et al., 1999) o 
el peral europeo (Sanzol et al., 2006; Takasaki et al., 2006; Mota et al., 2007; 
Sanzol y Robbins, 2008).  
El grado de homología entre los alelos S-RNasa de cultivares de la 
misma especie es muy variable en Pyrinae (Ishimizu et al., 1998). En este 
trabajo se ha observado como la homología entre las secuencias parciales de 
aminoácidos de los alelos S1, S2, S3 y S4 de níspero está comprendida entre el 
60% al 71%, y este rango es comparable al descrito para otras especies de 
Pyrinae como el peral japonés [59-96% (Ishimizu et al., 1998); 69%-75% (Kim 
et al., 2007)], el manzano [62-74% (Ishimizu et al., 1998), 70-96% (Broothaerts 
y Van Nerum, 2003)] o el peral europeo [55-91% (Zisovich et al., 2004), 62-90% 
(Takasaki et al., 2006)]. A menudo, la homología entre las secuencias de S-
RNasas de Pyrinae puede ser más alta entre las secuencias de diferentes 
especies que entre las secuencias de la misma especie (Ishimizu et al., 1998; 
Takasaki et al., 2004; Kim et al., 2007; Mota et al., 2007). Este hecho también 
se ha observado en este trabajo, donde se han encontrado homologías 
superiores al 95% entre las secuencias de níspero y otras secuencias de 
Pyrinae. Esto se refleja al representar en un árbol filogenético las distancias 
genéticas entre las secuencias nucleotídicas de las S-RNasas de níspero y de 
otras secuencias en las Pyrinae, donde las ribonucleasas del pistilo del níspero 
aparecen intercaladas con aquellas de las otras especies. También se 
incluyeron en el análisis tres secuencias de Amygdaleae (de Prunus dulcis, 
Prunus avium y Prunus salicina); estas secuencias forman un grupo externo 
confirmando el origen filogenético común de las S-RNasas de las Pyrinae. 
Estos resultados apoyan la idea de que las S-RNasas en las Rosaceae forman 
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subgrupos específicos para cada tribu en lugar de formar subgrupos 
específicos por especies (Ishimizu et al., 1998; Ushijima et al., 1998; Yaegaki et 
al., 2001; Ma y Oliveira, 2002; Zisovich et al., 2004) corroborando la hipótesis 
de que la divergencia de los alelos S en las Pyrinae es anterior a la 
especiación, como en la mayoría de los sistemas GSI en dicotiledóneas 
(McClure et al., 1989; Ioerger et al., 1990; Sassa et al., 1996; Xue et al., 1996; 
Igic y Kohn, 2001; Steinbachs y Holsinger, 2002) y, por tanto, muestran la 
evolución trans-específica de los alelos de incompatibilidad.  
Los resultados descritos en este trabajo proporcionan evidencias de que 
los alelos de S-RNasa identificados son candidatos a ser los determinantes S 
en el pistilo del níspero. La comparación de las secuencias de aminoácidos de 
estos alelos con las secuencias de alelos de otras especies de Pyrinae 
muestran una estructura similar de los alelos S en la subtribu. La identificación 
de los alelos de S-RNasas en níspero permitirá la búsqueda de nuevos alelos S 
en diferentes cultivares y el establecimiento de los grupos de incompatibilidad 
en la especie. Estos resultados son un paso importante hacia la selección 
apropiada del cultivar polinizador más deseable y el diseño de cruzamientos en 
programas de mejora en níspero y suponen un sustrato sólido para estudios 
posteriores de incompatibilidad polen-pistilo en cultivares adicionales. 
Finalmente, contribuirán a la comprensión de la estructura y evolución de las S-
RNasas en las Pyrinae. En un futuro sería interesante realizar trabajos de 
análisis de expresión tanto de los alelos de níspero en el pistilo como de 
estudios del componente del polen en el gen S en esta especie.  
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6. GENOTIPADO DE LOS ALELOS S  EN CULTIVARES DE NÍSPERO 
JAPONÉS [ERIOBOTRYA JAPONICA (THUNB.) LINDL.] 
 
RESUMEN 
El níspero (Eriobotrya japonica Lindl.) (Pyrinae, Rosaceae) es un árbol 
frutal que es considerado como una especie menor, pero últimamente está 
adquiriendo importancia como un cultivo alternativo. Recientemente, se han 
detectado problemas de polinización en algunas regiones, donde la 
intensificación del cultivo ha traído consigo una reducción en la producción. El 
níspero muestra un sistema de incompatibilidad gametofítico (GSI) controlado 
por un locus S multialélico y el cuajado dependerá de la disponibilidad de polen 
compatible. Por consiguiente, el genotipado de los alelos S y el asignamiento 
del grupo de incompatibilidad son esenciales para un correcto planeamiento del 
cultivo de níspero. En este trabajo se caracterizan los alelos de incompatibilidad 
en las principales variedades cultivadas en el Levante español. Para ello se han 
empleado cebadores degenerados de las regiones conservadas de secuencias 
de S-RNasas de especies de Pyrinae. Se han utilizado, por una parte, métodos 
basados, en la determinación de la variabilidad alélica por PCR de las 
secuencias genómicas de los alelos de las S-RNasas y, por otra parte, análisis 
de secuenciación, para definir el genotipo de 32 cultivares. Se han distinguido 7 
grupos de incompatibilidad (I-VII), en combinación de 6 alelos S diferentes (S1 
al S6) y se ha secuenciado un nuevo alelo S de níspero (S5). La estrecha base 
genética en los genotipos estudiados es la causa principal del número limitado 
de grupos de incompatibilidad. Por lo tanto, estos resultados serán útiles en la 
selección de los cultivares polinizadores más apropiados, proporcionando un 
manejo adecuado del cultivo. 
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INTRODUCCIÓN 
El níspero japonés (Eriobotrya japonica Lindl.) es un frutal de hoja 
perenne, subtropical, que pertenece a la anteriormente llamada subfamilia 
Maloideae, de la familia Rosaceae y que ahora corresponde a la subtribu 
Pyrinae en la tribu Pyreae (Potter et al., 2007). El níspero es originario de China 
(Zhang et al., 1990) aunque actualmente se cultiva por todo el mundo. La 
producción mundial de níspero está en torno a las 625000 t, siendo China el 
mayor país productor seguido por España, Turquía, Japón y Pakistán (Lin, 
2007). 
La producción comercial del níspero japonés comenzó en España en los 
años 50 cuando se seleccionaron tres de sus principales cultivares (‘Menache’, 
‘Polop’, ‘Nadal’) debido a sus buenas cualidades. En los años 60 se introdujo un 
nuevo cultivar desde Argelia bajo la denominación de ‘Algerie’. Debido a sus 
buenas cualidades pronto pasó a ser el cultivar más importante del Levante 
español, suponiendo actualmente alrededor del 80% de los árboles de níspero 
que se cultivan en esta región. Durante los últimos años se han seleccionado 
varias mutaciones de ‘Algerie’ por los fruticultores y, en combinación con el 
cultivar Algerie, representan el 98% de la producción total española (Soler et 
al., 2007).  
Esta fuerte preferencia hacia la utilización de sólo unos pocos cultivares 
en las plantaciones comerciales, ha dado como resultado parcelas 
monovarietales. A su vez, en algunas regiones se han registrado problemas en 
la polinización, donde la intensificación del cultivo ha traído consigo una 
reducción de la producción (Cuevas et al., 2003a). En el capítulo 5 se ha visto 
que en níspero, al igual que en otras especies pertenecientes a la familia de las 
Rosaceae (de Nettancourt, 2001), está presente un sistema de incompatibilidad 
gametofítico basado en S-RNasas (Carrera et al., 2009). Por tanto, los 
problemas de polinización probablemente sean debidos a la existencia de 
parcelas monovarietales de cultivares autoincompatibles o a la existencia de 
cultivares inter-incompatibles en las mismas. 
El genotipado de los alelos S y la asignación del grupo de 
incompatibilidad son esenciales para la planificación de las plantaciones, para 
el establecimiento de cultivos productivos y para el desarrollo de programas de 
mejora eficientes (Sanzol y Robbins, 2008; Yamane y Tao, 2009). Hay 
diferentes métodos para la asignación del grupo de incompatibilidad para cada 
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cultivar, desde estudios de cuajado en cruzamientos controlados, 
observaciones del crecimiento del tubo polínico en el estilo y, más 
recientemente, estudios moleculares de genotipado de los alelos de 
incompatibilidad, basados en alelos S conocidos (Guerra et al., 2009). La 
mayoría de las aproximaciones moleculares para el genotipado de los alelos S 
están basados en la variabilidad alélica de las secuencias genómicas de las S-
ribonucleasas pistilares (Sanzol y Robbins, 2008). El método de la PCR basado 
en la identificación de los alelos S ha sido empleado en especies como el 
manzano (Janssens et al., 1995), peral japonés (Ishimizu et al., 1999), 
almendro (Tamura et al., 2000), cerezo (Sonneveld et al., 2003; Wünsch y 
Hormaza, 2004b), albaricoquero (Vilanova et al., 2005) o ciruelo japonés 
(Guerra et al., 2009).  
En el capítulo anterior (Carrera et al., 2009) se identificaron 4 alelos de 
incompatibilidad diferentes en níspero japonés empleando un conjunto limitado 
de genotipos. Por ello, es necesario la identificación de ribonucleasas S en 
cultivares adicionales para el establecimiento de los grupos de incompatibilidad 
en la especie, de cara a la selección apropiada del cultivar polinizador más 
deseable y en el diseño de cruzamientos en programas de mejora. El objetivo 
de este estudio es la identificación de la constitución alélica S de nuevos 
cultivares que se utilizan en el Levante español, con el fin de determinar las 
relaciones correspondientes de incompatibilidad.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Material vegetal 
En este estudio se utilizaron muestras de hojas jóvenes provenientes de 
32 cultivares de níspero japonés localizados en la parcela experimental de la 
Cooperativa Ruchey en Callosa d’en Sarrià (Alicante, España) (Tabla 6.1). Los 
cultivares Algerie, Golden, Tanaka, Mogi y Magdal fueron introducidos en la 
región en diferentes periodos de tiempo. Una serie de variedades son 
mutaciones de yema de ‘Algerie’ (‘Al-Ama’, ‘Alfonso Gregori I’, ‘Bueno’, 
‘Cardona’, ‘Cayetano’, ‘JC Manera’, ‘Milhomens’, ‘Nefer’, ‘Peluche’, ‘Piera’, 
‘Sally’ y ‘Toni Tomaca’) y otro grupo de variedades provienen de semilla de 
‘Algerie’ (‘Amadeo’, ‘Benimelli’, ‘Maite’, ‘Peix’, ‘69’, ‘Gordo’, ‘Sacos’ y ‘Siscar’) o 
de semilla de otros cultivares, como Fuster, J. Saval, Raul y Redonet. Hay una 
serie de cultivares de los que se desconoce su origen, como ‘Magdal Rojo’, 
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‘Samper I’ y ‘Samper II’, aunque se cree que todas proveen de semilla (E. 
Soler, comunicación personal). 
 
Tabla 6.1. Principales cultivares de níspero japonés del Levante español y sus características de 
genealogía recopiladas. 
Nº Cultivares de níspero Origen Modos de introducción 
1 Al-Ama Mutación de Algerie Desconocido 
2 Alfonso Gregori I Mutación Algerie  A. Gregori 
3 Alfonso Gregori II (Nefer) Mutación Algerie A. Gregori 
4 Algerie Varetas   Argelia (1960-1964) 
5 Amadeo (Crisanto Requina)  Descendencia de Algerie Autóctono 
6 Benimeli Semilla Desconocido 
7 Bueno Mutación Algerie  
8 Cardona Mutación Algerie   Autóctono 
9 Cayetano Mutación Algerie o Cardona    
10 Fuster Semilla  
11 Golden Cultivar introducido(1) Granada-Málaga, (España) 
12 Gordo Semilla Desconocido 
13 J. Saval Semilla   
14 JC Manera Mutación de Algerie Autóctono 
15 Magdal Cultivar introducido(1) Octavio Cabeza (1975-1985) 
16 Magdal Rojo ¿Semilla Magdal?     Desconocido 
17 Maite Semilla Desconocido 
18 Milhomens Mutación Algerie  
19 Mogi Cultivar introducido(1) Octavio Cabeza (1975-1985) 
20 Peix Semilla Desconocido 
21 Peluche Mutación Algerie   Autóctono 
22 Piera Mutación Algerie  
23 Raul Semilla  
24 Redonet Semilla   Autóctono 
25 Sacos Semilla Desconocido 
26 Sally Mutación Algerie  
27 Samper I ¿Semilla? Desconocido 
28 Samper II ¿Semilla? Desconocido 
29 Siscar Semilla Desconocido 
30 Tanaka Cultivar introducido(1) (2) Octavio Cabeza (1975-1985) 
31 Toni Tomaca Mutación Algerie  
32 69 Semilla Desconocido 
(1) Granada-Málaga (España) 
(2) Ascendencia originaria de Japón 
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Aislamiento del ADN genómico  
El ADN genómico total para PCR se aisló de hojas jóvenes siguiendo el 
protocolo de Hormaza (2002) con las siguientes modificaciones descritas en 
Carrera (2009): tras moler el tejido foliar en 400 µl de tampón de extracción 
CTAB, se mezcló con 400 µl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se 
centrifugó a 10000g durante 15 min. Se recuperó el sobrenadante y se precipitó 
el ADN añadiendo 240 µl de isopropanol frío. El precipitado se lavó en 800 µl 
de acetato amónico 10 mM en etanol 76% durante 20 min a 4ºC y se centrifugó 
a 13000g durante 5 min. El sedimento se secó y se resuspendió durante toda la 
noche a 4ºC en 100 µl de tampón TE modificado (Tris-HCl 10 mM (pH 8.0), 
EDTA 0,1 mM) centrifugando a 14000g durante 5 min. Finalmente las muestras 
se trataron con RNasa (10 µg/ml) durante 2 horas a temperatura ambiente. Las 
preparaciones de ADN se cuantificaron mediante espectrofotometría y se 
diluyeron en una concentración final de 10 ng/µl en tampón TE modificado. 
Análisis de PCR y genotipado basado en las S-RNasas 
Para la identificación de los alelos S se emplearon los cebadores para 
las S-RNasas de níspero [el cebador 5’ localizado en la región conservada C1 
(EjC1F), y dos cebadores 3’ localizados en las regiones C2/3 (Ej2C2/3R) y la 
C5 (EjC5R)] (Carrera et al., 2009). La PCR contenía en 20 µl de mezcla de 
reacción 80 ng de ADN genómico, 16 mM (NH4)2SO4, 67 mM Tris-HCl (pH 8.8), 
0,01%Tween20, 1,6 mM MgCl2, 0,8 mM dNTP, 0,4 µM de cada cebador, 1,2 
unidades de BioTaqTM ADN polimerasa y una gota de aceite mineral en un 
termociclador PTC-200 usando el siguiente perfil de temperaturas: un paso 
inicial de 1 min de desnaturalización a 94°C, 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 
55°C y 1 min a 72°C y un ciclo de extensión final de 5 min a 72°C. Los 
productos de amplificación se resolvieron, por un lado, en geles de agarosa 
Metaphor al 1,8% en tampón TBE 1x (p/v) y se tiñeron con bromuro de etidio 
previamente a la visualización bajo luz ultravioleta [tanto para el par de 
cebadores EjC1F1-EjC5R1 (Fig. 6.1) como para el par EjC1F1-EjC2/3R1 (Fig. 
6.2)] o bien mediante electroforesis capilar en un sistema automático de análisis 
del ADN CEQTM 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Para la 
electroforesis capilar se marcó el oligonucleótido 5’ con el fluoróforo WellRED 
D4 (Proligo, París, Francia). Las muestras se desnaturalizaron a 90ºC durante 
120 s, inyectadas a 2,0 kV, 30s, y separadas a 6,0 kV durante 35 min. Todos 
los experimentos se repitieron al menos dos veces para confirmar la 
reproducibilidad de los resultados.  
Genotipado de los alelos S en cultivares de níspero               
126 
Clonación y secuenciación de nuevos alelos 
Después de la electroforesis en gel los productos de PCR de diferente 
tamaño fueron clonados dentro del vector linearizado ‘pGEM-T Easy’ y 
transformados por tratamiento de choque térmico con células competentes de 
gran eficiencia (suministradas con el plásmido comercial), de manera similar a 
la descrita en el capítulo 5. Para el choque térmico, los tubos se incubaron a 
42ºC durante 45-50 s, inmediatamente después se transfirieron a un baño de 
hielo durante 2 min, añadiendo posteriormente 950 µl de medio LB y se 
incubaron en agitación a 37ºC durante 90 min. La siembra se realizó en medio 
sólido agar-LB con ampicilina. Posteriormente se realizaron secuenciaciones de 
los plásmidos directamente de las colonias que contenían el inserto (Servicio de 
Secuenciación de SECUGEN, Madrid, España). Las secuencias fueron 
determinadas en al menos dos colonias derivadas de dos reacciones de PCR 
independientes.  
 
RESULTADOS 
Caracterización de las ribonucleasas S entre los cultivares de níspero 
Tras el análisis de PCR, cada alelo presentó un patrón de amplificación 
característico en la combinación de dos pares de cebadores diseñados a partir 
de las regiones conservadas C1 (EjC1F1), C5 (EjC5R1) y la conservada en los 
hexa-péptidos ‘IIWPNV’ (EjC2/3R1), localizada en la franja intermedia entre las 
regiones conservadas C2 y C3. Este comportamiento es similar al descrito para 
los cebadores consenso definidos en el capítulo 5; en este caso en las 
combinaciones: EjC1F1-EjC5R1 y EjC1F1-EjC2/3R1 con tamaños de 
amplificación esperados que difirieron en ~300 pb (Fig. 6.1 y 6.2).  
En la mayoría de los cultivares, para la combinación de cebadores para 
níspero más externos EjC1F-EjC5R, se amplificaron dos alelos; solo en 5 casos 
(‘Gordo’, ‘Sacos’, ‘Samper I’, ‘Siscar’ y ‘Golden’) se obtuvo una única banda 
(Fig. 6.1 en combinación con los datos obtenido mediante análisis capilar). Para 
este par de cebadores se distinguieron cinco productos de amplificación 
diferentes, de tamaños aproximados de 629, 652, 679, 818 y 831 pb (Tabla 
6.2).  
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Fig. 6.1. Amplificación de PCR de S-RNasas de 32 cultivares diferentes de níspero con los 
cebadores externos EjC1F1- EjC5R. M= Marcador 20 bp Molecular Ruler (Biorad, CA, USA), 
los números corresponden a los cultivares (Tabla 6.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.2. Amplificación de fragmentos de PCR de las S-RNasas de los diferentes cultivares de 
níspero con los cebadores internos EjC1F1- Ej2C2/3R1. M= Marcador 20 bp Molecular Ruler 
(Biorad, CA, USA), los números corresponden a los cultivares (Tabla 6.1) 
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Tabla 6.2.Tamaño los fragmentos de PCR amplificados con combinaciones de cebadores de las 
S-RNasas para níspero, en pares de bases (pb). 
Alelo S-RNasa  Cultivares de níspero EjC1F-EjC5R EjC1F-EjC2/3R 
S1  Algerie   (S1-S2)   831 530 
S2  Algerie    (S1-S2)   652 357 
S3 1Amadeo  (S1-S3)   818 523 
S3 2Gordo     (S1-S3)   n.a. 523 
S4  Magdal    (S2-S4)   679 384 
S5  Mogi   (S2-S5)   629 n.a. 
S6  Golden  (S5-S6)   n.a. 327 
n.a., no hay amplificación o esta es muy débil 
1 Mismo resultado para los cultivares: Amadeo, Benimelli, Maite, Peix, 69, J. Saval y Raul. 
2 Mismo resultado para los cultivares: Gordo, Sacos, Samper I y Sicar. 
 
 
Con el par de cebadores EjC1F-EjC2/3R se amplificaron dos bandas en 
los 32 cultivares estudiados excepto en ‘Golden’, ‘Mogi’, ‘Redonet’ y ‘Tanaka’ 
donde solo pudo ser amplificada una banda, es decir, aquellos cultivares que 
en su genotipo contaban con el alelo S5 (Fig. 6.2 en combinación con los datos 
obtenidos mediante análisis capilar). Al igual que con los cebadores EjC1F-
EjC5R, se obtuvieron cinco productos de PCR distintos, de tamaños 
aproximados 327, 357, 384, 523 y 530 pb (Tabla 6.2). Cuatro de ellos (357, 
384, 523 y 530) corresponden a los alelos S de níspero descritos en el capítulo 
anterior (S2, S4, S3 y S1 respectivamente) (Carrera et al., 2009).  
En tres de los cultivares (‘Mogi’, ‘Redonet’ y ‘Tanaka’), con la 
combinación de cebadores más internos EjC1F-EjC2/3R, solo se observó un 
producto de amplificación; sin embargo en estos mismos cultivares se 
obtuvieron dos fragmentos de amplificación con los cebadores externos EjC1F-
EjC5R. Tan solo para el cultivar Golden se visualizó un fragmento de 
amplificación tanto con los cebadores externos como internos. 
La secuenciación confirmó que la amplificación del cultivar Mogi 
correspondía de hecho a la región genómica de un nuevo alelo S de níspero 
japonés y fue etiquetado como S5. La Fig. 6.3 muestra el alineamiento de la 
secuencia de cDNA con las regiones genómicas de alelos S conocidos en 
níspero. El intrón se encontraba en la región hipervariable con una longitud de 
124 pb y se obtuvo una homología con el algoritmo Blast del 83% con la RNasa 
Sg de Pyrus communis [Número de accesión (AN): AB258360]. La secuencia 
genómica de ADN de este nuevo alelo S se ha depositado en la NCBI (AN: 
EU442288). Sin embargo, el alelo S6 no ha podido ser todavía secuenciado.  
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EjapS1 CCGGCTGTCTGCAACTCTAATCCAACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACT 60 
EjapS2 CCGGCTGTCTGCAACTCTAGTACTACTCCTTGTAAAGATCCTGCTGACAAGTTGTTTACG 60 
EjapS3 CCGGCTGTCTGCAACTTTACTTCTAATCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACG 60 
EjapS4 CCGGCTGTCTGCAACTCTAATCGTATTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACG 60 
EjapS5 CTGGCTGTCTGCAACTCTAGTCATACTCCATGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACG 60 
       * ************** ** *   * *** ***** ****** ****************  
       _____C1_____                                    ____________     
 
EjapS1 GTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACTCGAATGGAAATGACCCAGAATATTGC------AAG 114 
EjapS2 GTTCACGGTTTGTGGCCCTCAAACTGGAATGGATCCCACCCAGAAAATTGCACGAATAAA 120 
EjapS3 GTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACGCGAAGGGAAATGACCCAGAAGGTTGC------AAG 114 
EjapS4 GTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACTGGAATGGACATGACCCAAGTTATTGCAAGCCAACA 120 
EjapS5 GTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAGCATGGTAGGACCTGACCCAAGTAATTGC------CCG 114 
       ***************** **** *  *   ***    *****     ****          
       _______C2____________                              _________ 
 
EjapS1 GCACCGCCATATCATACGATAAAAATACTC---CAACCCCAGTTGGTAATTATTTGGCCG 171 
EjapS2 ACCATGAATTCCCTGGCGATAGGAACTCTG---ACAGCCCAGTTGGAAATTATTTGGCCG 177 
EjapS3 ACACAGAAATATCAGAAGATGCAAACACTC---GAACCCCAGTTGGAAATTATTTGGCCG 171 
EjapS4 AACTTGGATCCTAACAAGATAGGACATCTC---CAAGCCCAGTTGGACATTATTTGGCCG 177 
EjapS5 ATAAAGAATATTCGGAAGAGAGAAGAATTACTCGAACCCCAGCTGGAAATTATTTGGCCG 174 
            *           **    *    *      * ***** ***  ************ 
       _______HV_________________________________                   
 
EjapS1 AACGTACTCAATCGAAACGATCATGAAGGCTTCTGGCGTAAACAGTGGGATAAACATGGC 231 
EjapS2 AATGTACTCAATCGAAACGATCATGTAGGCTTCTGGAATAGACAGTGGAACAAACATGGC 237 
EjapS3 AACGTATACAATCGAACCGCTAATGAAGTCTTCTGGCGTAAACAGTGGTATAAACATGGC 231 
EjapS4 AATGTATACGATCGAACTGATAATATAGGCTTTTGGAGTAAAGAGTGGGAAAAACATGGC 237 
EjapS5 AACGTGTTCGATCGATCCAAAAATAAACTCTTCTGGGATAAAGAGTGGATGAAACATGGC 234 
       ** **   * *****       **  *  *** ***  ** * *****   ********* 
                                     ______________C3______________ 
 
EjapS1 TCCTGTGCGTCTTCCCCAATACAGAACCAGAAGCATTACTTTGATACAGTAATCAAAATG 291 
EjapS2 ACCTGTGGGGTCCCCAAAATAAACGACAGCTTGCAATACTTTCGAACAGTAATCAAAATG 297 
EjapS3 TCATGTGCGTCTCCCCCATTACAGAACCAGACGCATTACTTTGATACAGTAATCAAAATG 291 
EjapS4 ATCTGTGGGTCAACCACAATACAGGACGACGTGAATTACTTTGAAACAGTAATCAACATG 297 
EjapS5 TCCTGTGGGTATCCCACAATAGATAACGAGAACCATTACTTTGAAACGGTAATCAAAATG 294 
          **** *    **  * ** *  **       * ******   ** ******** *** 
       _________                                                    
        
EjapS1 TACACAACCCAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGGCGAATATAAAACCTGGT 351 
EjapS2 TACATAACCCAAAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCGCAAAGGCGAATATTAAACCGGAG 357 
EjapS3 TACAGAACCCAGAAACAAAACGTCTCTTACATCCTCTCAAAGGCGAATATTGAACCGAAG 351 
EjapS4 TACATAACCCAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTGTCAAAGGCGAAGATTGAACCAGAG 357 
EjapS5 TACATCACCAAGAAGCAAAACGTCTCTGGAATCCTCTCAAAGGCGAAAATTGAACCGGAC 354 
       ****  *** * ** ************   *****  ********** **  ****     
                      ____________________RC4___________________ 
 
EjapS1 AGGAAAAACAGGCCACTGGTGGATATTGAAAATGCCATACGCAATGTTATCAACAATATG 411 
EjapS2 GGGAAAAACAGGACACTGGTGGATATTCTGAAAGCCATACGCAGTGGTACAAACAATAAG 417 
EjapS3 GGGGAAAAAAGGGCACTGGTGGACATTGAAAATGCCATACGCAGTGGTACCAACAATAAG 411 
EjapS4 GGCAAAACCAGGACACGGACGGATATTTTAAAAGCCATACGCAATGGTACCAACGGTAAG 417 
EjapS5 GGTAAAAAAAGGACACTATTGGATATTGAAAATGCCATACGCAGTGGTGCCGACGATAAG 414 
        *  ***  *** ***    *** ***   ** ********** ** *    **  ** * 
 
 
EjapS1 ACCCCAAAATTCAAGTGCCAAAAGAATACTAAGACATCATTGA 454 
EjapS2 GCACCAAAACTCAAGTGCCAAAGGAAAGCTTCGATGA------ 454 
EjapS3 GCACCAAAACTCAAGTGCCAAACGAATGCTAGGATGA------ 448 
EjapS4 AGACCAAAACTTAAGTGCCAAAAGATTAGAAGGAAGA------ 454 
EjapS5 AAACCAAAACTCAAGTGCCAAAAGAAGGGTACGACGA------ 451 
          ****** * ********** **       **          
 
Fig. 6.3. Alineamiento de las secuencias de cDNA para las cinco ribonucleasas de 
incompatibilidad de níspero. EjapS5 corresponde a la secuencia nueva descrita en este 
capítulo. Se han subrayado las regiones conservadas C1, C2, C3 y RC4 y la región HV de las 
S-RNasas de la familia Rosaceae. Con un asterisco se han marcado los nucleótidos 
conservados entre las cinco secuencias y se ha sombreado la zona de inserción del intrón.  
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Genotipado de los alelos S en cultivares de níspero mediante PCR 
El alelo S1 (amplificado con la combinación de cebadores EjC1F-EjC5R) 
fue el más frecuente y solo estuvo ausente en 8 cultivares de los 32 analizados 
('Golden', 'J.Saval', 'Magdal', 'Magdal Rojo', 'Mogi', 'Raul', 'Redonet' y 'Tanaka'). 
El alelo S2 fue también abundante y estuvo ausente en 'Amadeo', 'Benimelli', 
'Golden', 'Gordo', 'Maite', 'Mogi', 'Peix', 'Sacos', 'Samper I', 'Siscar', 'Redonet', 
'Tanaka' y '69'. La constitución alélica de la mitad de los cultivares estudiados, 
por tanto, era S1S2. El producto de PCR de 818 pb (S3) estuvo presente en los 
cultivares Amadeo, Benimelli, Gordo, J.Saval, Maite, Peix, Raul, Requina, 
Sacos, Samper I, Siscar, y 69. Por ello, casi un tercio de los cultivares 
analizados tenían el genotipo S1S3. El alelo S4 se manifestó en los cultivares 
Magdal y Magdal Rojo. El fragmento de 629 pb (S5) se encontró en cuatro 
cultivares: Golden, Mogi, Redonet y Tanaka. Finalmente, el producto de 
amplificación de 327 pb (S6) solamente fue hallado en el cultivar Golden y 
unicamente se pudo amplificar con el par de cebadores internos EjC1F-
EjC2/3R. 
Respecto a los patrones de amplificación de los seis alelos de 
incompatibilidad descritos en níspero (4 en el capítulo anterior y 2 en este) se 
ha podido asignar la constitución alélica de los 32 cultivares de níspero más 
importantes en el Levante español (Tabla 6.1). Se pudo definir un total de siete 
genotipos para las ribonucleasas de incompatibilidad con la combinación de los 
seis diferentes alelos obtenidos y constituyeron los grupos de incompatibilidad I 
al VII con las dotaciones alélicas S1S2, S1S3, S2S3, S2S4, S1S5, S2S5 y S5S6, 
respectivamente (Tabla 6.3).  
Entre los cultivares del grupo II se obtuvieron dos patrones de 
amplificación diferentes, aunque tienen la misma constitución alélica (Tabla 
6.2); así por un lado está el subgrupo formado por ‘Amadeo’, ‘Benimelli’, ‘Maite’, 
‘Peix’ y ‘69’ y el segundo subgrupo formado por ‘Gordo’, ‘Sacos’, ‘Samper I’ y 
‘Siscar’. En este segundo sub-grupo solamente se pudo amplificar un producto 
de PCR de 831 pb con los cebadores más externos EjC1F-EjC5R, mientras que 
los integrantes del primer sub-grupo muestran dos amplificaciones.  
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Tabla 6.3. Grupos de incompatibilidad y constitución alélica de las S-RNasas de 32 cultivares de 
níspero. 
Grupo Genotipo Cultivares de níspero 
I  S1-S2 Al-Ama 
Alfonso Gregori I 
Alfonso Gregori II (Nefer) 
Algerie* 
Bueno 
Cardona* 
Cayetano 
Fuster 
JC. Manera 
Milhomens 
Peluche 
Piera 
Sally 
Samper II 
Toni Tomaca 
Amadeo*  
Benimelli 
Maite 
Peix 
69 
II S1-S3 
Gordo 
Sacos 
Samper I 
Siscar 
III S2-S3 J. Saval 
Raul 
IV S2-S4 Magdal Rojo* 
Magdal* 
V S1-S5 Redonet 
VI S2-S5 Tanaka 
Mogi 
VII S5-S6 Golden 
*descritos en el capítulo 5 [Carrera et al. (2009)]. 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
Se han identificado un total de seis ribonucleasas S (designadas como 
S1, S2, S3, S4, S5 y S6) en 32 cultivares de níspero japonés tras el análisis de 
PCR y secuenciación, mediante el uso de cebadores diseñados a partir de 
regiones conservadas de S-RNasas de varias especies pertenecientes a la 
subtribu Pyrinae. En el capítulo anterior se mostró la caracterización de los 
primeros cuatro alelos S en níspero japonés (S1, S2, S3 y S4) (Carrera et al., 
2009) y se siguió la misma estrategia en el análisis de nuevos cultivares de 
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níspero. Los cultivares Golden, Mogi, Redonet y Tanaka exhibieron patrones de 
amplificación diferenciados de los observados para los alelos S1, S2, S3 y S4. 
Con todos estos resultados se han establecido los primeros 7 grupos de 
incompatibilidad (I-VII) en esta especie y se ha podido definir la correlación 
entre el gen S-RNasa y los distintos genotipos S en níspero. Estos resultados 
se han correlacionado con el análisis de crecimiento del tubo polínico y los 
resultados son concordantes y coherentes (Herrero y Carrera, en preparación). 
Diferentes razones pueden explicar la falta de amplificación de uno de 
los dos alelos en los cultivares del grupo II Gordo, Sacos, Samper I y Siscar. 
Una posibilidad es un efecto del genotipo entre los cultivares Amadeo, 
Benimelli, Maite, Peix y 69 y aquellos del segundo sub-grupo. Otra posibilidad 
es que algunos cebadores tengan cierta atracción por alguno de los alelos en 
determinadas circunstancias y estos alelos sean capaces de ser amplificados 
mejor que otros. El alineamiento de las secuencias de dos ribonucleasas 
pistilares para cada sub-grupo, en concreto de ‘Amadeo’, ‘Gordo’, ‘J.Saval’ y 
‘Raul’ determinó que se trataba del mismo alelo S (S3), con una homología 
entre nucleótidos del 100% entre las regiones del locus S-RNasa.  
Muchos de los cultivares inter-incompatibles del grupo I como Alfonso 
Gregori I, Alfonso Gregori II (Nefer), Bueno, Cardona, JC Manera, Milhomens, 
Peluche, Piera, Sally y Toni Tomaca comparten la misma dotación alélica 
debido a que su origen se debe a la detección de mutaciones de yema 
procedentes del cultivar Algerie seleccionados por los fruticultores 
principalmente por la fecha de recolección de la fruta (E. Soler, comunicación 
personal). Análisis de microsatélites (SSR) (Soriano et al., 2005) han mostrado 
que los cultivares Peluche, Cardona y Algerie comparten patrones idénticos y 
confirmaron también que su origen responde a mutaciones somáticas 
procedentes de ‘Algerie’, siendo un proceso muy común entre los genotipos de 
níspero (Soriano et al., 2005). 
El resto de los cultivares del grupo I de incompatibilidad tiene un origen 
desconocido, como el caso de ‘Samper II’ o bien proceden de semilla como 
‘Cayetano’ o ‘Fuster’. Los cultivares de los grupos de incompatibilidad II al VI 
proceden todos de semilla, excepto ‘Magdal Rojo’ (Soler, comunicación 
personal) cuyo origen es desconocido. Sin embargo ‘Magdal Rojo’ es muy 
probable que sea una mutación procedente de ‘Magdal’ dado que comparten la 
misma dotación alélica, aunque diversos autores apuntan a un origen de 
semilla (Vilanova et al., 2001; Soriano et al., 2005). Por otra parte, la 
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composición alélica apoya la sugerencia de que ‘Amadeo’ procede de semilla 
de un cruzamiento natural entre los cultivares Algerie y el cultivar autóctono 
Polop (Rodríguez, 1983). 
Se han empleado diferentes métodos para el análisis del germoplasma 
de níspero que estiman la similitud genética y las relaciones entre los diferentes 
cultivares de níspero. Los primeros trabajos se basaban en caracteres 
morfológicos (Badenes et al., 2000) y más tarde se han empleado marcadores 
moleculares tipo RAPD (Vilanova et al., 2001) o SSRs (Badenes et al., 2004; 
Soriano et al., 2005). El genotipado de los alelos S puede complementar la 
información obtenida mediante marcadores moleculares (Wünsch y Hormaza, 
2004a; Marchese et al., 2007) y puede ser especialmente útil para análisis de 
paternidad y estimación de genealogías. Así, la información de algunos 
cultivares españoles junto los datos obtenidos del genotipado de las 
ribonucleasas S han permitido diseñar un posible árbol genealógico de los 
principales cultivares de níspero del Levante español (Fig. 6.4) entre los 
posibles cruzamientos que pudieron haberse producido. Los cultivares 
autóctonos como ‘Polop’ y ‘Nadal’, cuyos patrones de banda coinciden en 
tamaño con los del grupo de incompatibilidad II (datos no mostrados) y cuya 
constitución alélica es probable que sea la misma (S1S3), fueron seleccionados 
en España en los años 60 y es probable que se cruzaran con el genotipo 
introducido ‘Algerie’. Por un lado, si ‘Algerie’ fue el genotipo que actuó como 
parental masculino, la descendencia de este cruzamiento tendría el genotipo 
S1S2 como el cultivar Fuster. Por otro lado, si el cultivar autóctono actuó de 
portador de polen la descendencia tendría el genotipo S1S3 y se podría justificar 
la aparición de los cultivares pertenecientes al grupo de incompatibilidad II. La 
herencia del alelo de níspero S3 en la constitución alélicas S1S3 (grupo II) 
estaría siendo confirmada en la cesión paterna en ambas direcciones ‘Algerie’ x 
cultivares autóctonos.  
En los años 70 se introdujeron nuevos cultivares procedentes del sur de 
España como ‘Magdal’ (S2S4), ‘Golden’ (S5S6) y ‘Mogi’ o ‘Tanaka’ (S2S5) y 
pudieron emerger en la costa Mediterránea nuevos grupos de incompatibilidad 
como los grupos IV y V.  
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En los años 50 En los años 60 En los años 60 En los años 50
Autóctono ♀ x Algerie (I) ♂ Algerie (I) ♀ x Autóctono ♂
(S1-S3)  (S1-S2) Grupo I (mutaciones)  (S1-S2) (S1-S3)
 (S1-S2)
Al-Ama
Grupo I (Semilla) Grupo III Alfonso Gregori I Grupo II Grupo III
 (S1-S2)  (S2-S3) Bueno  (S1-S3)  (S2-S3)
Fuster J. Saval Cardona Amadeo J. Saval
Raul Cayetano Benimelli Raul
JC Manera Maite 
Milhomens Peix
Nefer 69
Peluche Gordo
Piera Sacos
Sally Samper I
Samper II Siscar
Toni Tomaca
En los años 70 En los años 70
Algerie (I) ♀ x Grupo VII ♂ ó Grupo VI ♂ Algerie (I) ♀ x Grupo IV
 (S1-S2) (S5-S6)  (S2-S5)  (S1-S2) (S2-S4)
Golden Tanaka Magdal
Mogi
Grupo V No identificado No identificado Group IV
 (S1-S5)  (S1-S6)  (S1-S4) (S2-S4)
Redonet  (S2-S5) Magdal Rojo
 (S2-S6)
 
Fig. 6.4.  Pedigrí tentativo y genotipo S de los principales cultivares analizados de Callosa d’en 
Sarrià. 
 
El proceso de selección de los genotipos más interesantes ha traído 
consigo el cultivo de un número reducido de cultivares y por tanto, la aparición 
de problemas asociados al uso de cultivares incompatibles. Por ello, el 
establecimiento de grupos de incompatibilidad es muy importante y esencial 
para una selección adecuada de polinizador que permita obtener cuajados 
estables. Sin embargo, de cara a la identificación de nuevos alelos de 
incompatibilidad, se deben analizar cultivares adicionales de níspero japonés.  
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DISCUSIÓN GENERAL 
Cambios asociados con una floración en otoño 
El nombre científico del género al que pertenece el níspero japonés 
(Eriobotrya) proviene del griego y significa racimo lanudo. Esta definición se debe 
a que en las flores se puede observar una cubierta de pelo que recubre 
prácticamente todos los tejidos externos, desde los sépalos, hasta el envés de 
los pétalos, llegando estos tricomas a crecer incluso a lo largo del estilo. Y no es 
que en sus flores el níspero sea una excepción en el mundo vegetal por la 
cantidad de tricomas que tiene, pero sí tiene una peculiaridad con respecto a 
otras especies de las Pyrinae a las que pertenece, como el manzano o el peral, y 
es que este árbol florece en otoño y madura a lo largo del invierno. El níspero 
requiere un clima subtropical o templado cálido, con inviernos benignos, como es 
el caso del Levante español o la Axarquía andaluza. La flor es la parte más 
delicada de un árbol y probablemente la adquisición de esta cubierta lanuda ha 
jugado un papel clave en la adaptación a esta floración-fructificación en otoño-
invierno cuando las temperaturas pueden ser más bajas que las que tienen lugar 
en el momento de floración en el resto de especies de Pyrinae. 
Al observar al microscopio los estigmas y estilos de níspero se ha 
observado ausencia de almidón en el tejido transmisor del estilo. El almidón en el 
tejido transmisor se ha observado en un amplio rango de especies como petunia 
(Herrero y Dickinson, 1979), aguacate (Sedgley, 1979), melocotonero (Herrero y 
Arbeloa, 1989) u olivo (Serrano et al., 2008). Este hecho podría estar asociado a 
la falta de reposo invernal. Recientemente se ha puesto en evidencia en 
albaricoquero que el reposo invernal juega un papel claro en la acumulación de 
almidón y otras reservas (Julian, 2008). Sin embargo, a pesar de esta carencia 
de almidón en el estilo, el níspero está bien equipado de carbohidratos en el 
momento de abrirse la flor y exhibe una larga receptividad estigmática, si se 
compara con otras especies frutales de zonas templadas con floración en 
primavera, como sería el peral (Sanzol et al., 2003), el albaricoquero (Egea et al., 
1991) o el kiwi (González et al., 1995).  
Además, la acumulación de reservas en los granos de polen durante el 
desarrollo son necesarias en la germinación y crecimiento inicial del tubo polínico 
(Herrero y Dickinson, 1981; Snow y Spira, 1991) y se han visto diferencias en el 
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cultivo de anteras entre cultivares de níspero (Germana et al., 2006), así como 
en otras especies como el olivo (Alche et al., 2007), lo que podría dar lugar a las 
diferencias de comportamiento observadas entre los genotipos ‘Algerie’ y 
‘Golden’ en este trabajo, en su aptitud a germinar en estigmas inmaduros. Pero 
este punto necesita ser evaluado. Por otra parte también habría que valorar el 
estado del estigma, ya que la parte femenina es decisiva en la interacción polen-
pistilo y de esta interacción es de la que va a depender el resultado de la 
polinización (Hormaza y Herrero, 1996). 
 
Duración de la fase progámica y el desarrollo del pistilo  
El tiempo que tarda el tubo polínico en llegar al ovario depende tanto de la 
longitud del estilo (Mulcahy y Mulcahy, 1986), como del estado de madurez del 
pistilo (Herrero y Arbeloa, 1989), de los cambios producidos por el paso del tubo 
polínico (Herrero y Hormaza, 1996) y de las condiciones ambientales, 
fundamentalmente de la temperatura (Hedhly et al., 2009). En esta tesis se ha 
evaluado el estado de madurez en el que se encuentra la flor de níspero en el 
momento de antesis, ya que es fundamental para que se produzca una correcta 
sincronía polen-pistilo y, por consiguiente la fecundación de la flor (Herrero, 
2003). 
La duración de la fase progámica ha sido vinculada al estado de desarrollo 
que se encuentra el pistilo en el momento de apertura de la flor (Herrero y 
Arbeloa, 1989; Rodrigo y Herrero, 2002). El estudio de la cinética del tubo 
polínico muestra que esta especie tiene una fase progámica con una duración 
similar a la de otras especies frutales como el cerezo (Hedhly, 2003) y el 
albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 2002). Sin embargo, en otras especies como el 
melocotonero, se ha observado una larga fase progámica que está asociada a 
una inmadurez del pistilo y el estilo sigue elongándose hasta 15 días después de 
antesis (Herrero y Arbeloa, 1989).  
El hecho de que en níspero japonés el estilo finalice su elongación antes 
de abrirse la flor, unido a que es en esta fase cuando el pistilo es receptivo y el 
sistema de incompatibilidad ya está adquirido, avala la idea de que el pistilo ya 
está totalmente desarrollado en antesis. Un buen desarrollo del pistilo en antesis 
explicaría la duración de la fase progámica en esta especie, con una llegada de 
los tubos polínicos al óvulo a las dos semanas después de la fecundación. 
Queda por evaluar la fecundación y las fases tempranas de desarrollo del 
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embrión y estados previos. Pero el hecho de que los frutos inicien su crecimiento 
durante las 2 semanas, unido al cierre de los sépalos en una proporción de las 
flores en el estado de morro cerrado a las 4 semanas, acota el tiempo en el que 
deberían de ocurrir estos estados.  
 
Maduración del pistilo y adquisición del sistema de incompatibilidad 
En níspero, la respuesta a la adhesión de granos de polen en el estigma, 
tanto en genotipos compatibles como incompatibles, aparece en estados de 
desarrollo tempranos, mucho antes de la apertura de la flor. Igualmente es 
temprana la adquisición del sistema de incompatibilidad, que está adquirido a la 
vez que la capacidad de penetración de los tubos polínicos en el estilo. Por tanto, 
la madurez del estigma y del estilo es concomitante con la aparición del sistema 
de incompatibilidad y se ha visto que es ligeramente anterior al fin de la 
elongación del estilo.  
La capacidad de permitir la adhesión, germinación y penetración del 
gametofito masculino en fases previas a la antesis se ha evaluado en distintas 
especies pertenecientes a diversas familias como Liliaceae (Ascher y Peloquin, 
1966), Solanaceae (Herrero y Dickinson, 1980b; Stone et al., 2006) o 
Brassicaceae (Shivanna et al., 1978; Hiscock y Dickinson, 1993; Kandasamy et 
al., 1994). En Rosaceae se ha observado en albaricoquero japonés (Du et al., 
2007) y en peral japonés (Hiratsuka et al., 1985; Zhang y Hiratsuka, 2000) y en 
este último se ha visto que esta competencia se adquiere hasta 8 días antes de 
la antesis (Hiratsuka et al., 1985). En níspero esta competencia se adquiere en el 
estado floral de pico blanco y se ha observado que este estado puede aparecer 
desde unos días hasta varias semanas antes de antesis, según la climatología, 
pero son necesarios estudios adicionales, para precisar el momento exacto en el 
que se adquiere la madurez del estigma y del estilo. Además, en etapas de 
desarrollo tempranas, cuando el tejido transmisor no está formado 
completamente, se ha observado una reducción en el crecimiento de los tubos 
polínicos, por lo que es probable que el desarrollo del pistilo induzca factores que 
favorecen el paso del tubo polínico a través de los tejidos, justificando la idea de 
que el pistilo juega un papel claro apoyando al crecimiento del tubo polínico 
(Herrero y Hormaza, 1996). 
La finalidad principal de la mayoría de los estudios en los que se realizan 
polinizaciones en fases previas a la antesis es conocer el momento en que 
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comienzan a expresarse las ribonucleasas S estilares, tanto para especies 
regidas por un sistema de incompatibilidad esporofítico (Nasrallah y Wallace, 
1967; Roberts et al., 1979; Nasrallah et al., 1985) como gametofítico (Herrero y 
Dickinson, 1980b; Hiratsuka et al., 1985; Lee et al., 1994; Ishimizu et al., 1996; 
Zhang y Hiratsuka, 2000; Stone et al., 2006; Du et al., 2007). En especies en las 
que la expresión de las ribonucleasas S ocurre en fases de desarrollo cercanas a 
la antesis, se ha empleado la polinización de pistilos inmaduros antes de la 
aparición del sistema de incompatibilidad para la obtención de descendencias en 
cruzamientos inicialmente incompatibles (Pandey, 1963; Shivanna y Rangaswa, 
1969). Sin embargo, en níspero la reacción de incompatibilidad, observada por la 
detención del tubo polínico en el estilo, está adquirida desde el estado de pico 
blanco, por lo que no sería factible el empleo del método de polinizar pistilos 
inmaduros para obtener descendencia de genotipos incompatibles. Datos 
similares se han obtenidos para el peral japonés (Hiratsuka et al., 1985; Ishimizu 
et al., 1996) y esta adquisición de la reacción de incompatibilidad se ha 
relacionado con la longitud total del estilo (Zhang y Hiratsuka, 2000). La 
determinación del estado de desarrollo en el que se adquiere la incompatibilidad 
permitirá abordar estudios de expresión de este carácter. 
En general, la capacidad de germinar y de permitir el crecimiento del tubo 
polínico se adquiere muy pronto en níspero japonés. Pero esta capacidad 
también se pierde muy tarde, manifestado por una larga receptividad estigmática, 
como un método para asegurar la polinización, lo que puede ser importante en 
las condiciones naturales en las que florece, en las que hay una baja densidad 
de insectos polinizadores, fundamentalmente abejas (Abrol, 1988).  
 
Sistema de incompatibilidad gametofítico en níspero japonés 
Tradicionalmente los estudios de incompatibilidad entre variedades se han 
realizado mediante ensayos de polinización y observación de los tubos polínicos 
al microscopio (Arasu, 1968; Janick, 1992) y en níspero se había observado este 
comportamiento previamente (Singh y Rajput, 1962; Herrero, 2002). El estudio 
del comportamiento del tubo polínico al microscopio es un método preciso para 
establecer las relaciones de incompatibilidad y se ha empleado en esta tesis de 
cara al establecimiento de las relaciones de interincompatibilidad entre cultivares 
de níspero japonés. Pero la identificación de las ribonucleasas estilares 
asociadas a la incompatibilidad es un método que permite nuevas aplicaciones, 
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como la identificación de los alelos de una manera más eficiente y no requiere de 
la utilización de material estacional, sólo disponible en floración y en árboles 
adultos (Wünsch y Hormaza, 2002).  
El empleo de cebadores consenso desarrollados a partir de las zonas 
conservadas de secuencias genómicas de las ribonucleasas estilares de 
especies de Pyrinae, ha permitido la identificación, caracterización y 
secuenciación de las primeras S-RNasas en níspero japonés (Carrera et al., 
2009). Se demuestra, por tanto, la existencia de un sistema de incompatibilidad 
gametofítico en níspero japonés (GSI), a través de la observación al microscopio 
de la parada de los tubos polínicos en el estilo, así como por la caracterización 
molecular de las S-RNasas de incompatibilidad. Recientemente, en níspero han 
sido identificados otros fragmentos de PCR de posibles alelos S, mediante el 
empleo también de cebadores parcialmente degenerados, diseñados a su vez de 
regiones conservadas de secuencias de S-RNasas de Malus y Pyrus (Gisbert et 
al., 2009a; Gisbert et al., 2009b). 
Las secuencias de los fragmentos polimóficos estudiados muestran las 
características estructurales de las S-RNasas de otras especies de Pyrinae 
(Ishimizu et al., 1998; Yamane y Tao, 2009), identificando las regiones 
conservadas C2, C3 y RC4 y la región hipervariable HV. Las diferencias en el 
intrón son las que han permitido la identificación de cada alelo S identificado en 
níspero. También se han realizado análisis filogenéticos de los alelos de níspero 
comparados con otros alelos de especies de las Rosáceas; los resultados 
muestran que el níspero presenta el mismo modelo inter-específico observado 
para las otras S-RNasas de Pyrinae, lo que apoya que la divergencia alélica de 
este gen fue anterior a la especiación dentro de la subtribu (Ishimizu et al., 1998; 
Ushijima et al., 1998). 
 
Identificación de la constitución alélica del locus S de cultivares de níspero  
A través de métodos moleculares y bioquímicos se pueden identificar los 
alelos S y, por lo tanto, se puede llevar a cabo la asignación de grupos de 
incompatibilidad de manera precisa. La variabilidad alélica de las secuencias 
genómicas de las ribonucleasas S, principalmente en las diferencias en el 
tamaño del intrón ha permitido la asignación de grupos de incompatibilidad, en 
especies como manzano (Broothaerts, 2003; Broothaerts et al., 2004; Matsumoto 
et al., 2007; Kim et al., 2008; Nybom et al., 2008), peral japonés (Ishimizu et al., 
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1999) o peral europeo (Sanzol et al., 2006; Takasaki et al., 2006; Mota et al., 
2007; Sanzol y Robbins, 2008). 
Las secuencias de ADN genómico de S-RNasas determinadas para 
níspero en este trabajo, han mostrado variabilidad suficiente y, mediante los 
métodos de PCR y análisis de fragmentos han permitido la identificación 
genotípica y la constitución del locus S de los 32 cultivares más importantes de 
níspero de interés comercial del Levante español. Además, todos los datos 
obtenidos han sido corroborados con el análisis del crecimiento del tubo polínico 
al microscopio (datos no mostrados).  
La asignación del grupo de incompatibilidad es esencial en el 
planeamiento correcto de las plantaciones y mediante el genotipado de los 6 
alelos diferentes (S1 al S6) definidos en este trabajo. Se han podido distinguir los 
7 primeros grupos de incompatibilidad (I-VII) en la especie. La existencia de 
pocos grupos de incompatibilidad en los cultivares estudiados se debe a una 
fuerte preferencia de cultivares con características comerciales similares a 
‘Algerie’, seleccionando sobre todo mutaciones de yema que iban apareciendo 
en la zona en la que se encuentra el material vegetal analizado en este trabajo 
(E. Soler, comunicación personal).  
Con toda la información recopilada por parte de los agricultores y 
mejoradores de la zona de los cultivares utilizados en el Levante español y 
además con los datos obtenidos en esta tesis, se ha realizado un pedigrí 
tentativo que explica los posibles cruces que se han ido dando en la zona, y que 
permite predecir los grupos de incompatibilidad que están todavía por definir. 
Estos resultados permiten una selección de cultivares polinizadores 
adecuada y un sustrato sólido en el diseño de cruzamientos en futuros 
programas de mejora en níspero y para estudios posteriores de incompatibilidad 
polen-pistilo en cultivares adicionales. 
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CONCLUSIONES 
 
1. La flor del níspero japonés es pentacarpelar, sincárpica, con dos óvulos 
por carpelo. Los cinco estilos libres insertos en el hipanto desembocan 
independientemente en el lóculo de cada carpelo, por lo que carecen de 
cómpitum. 
2. Los tubos polínicos crecen por el espacio intercelular del tejido transmisor, 
llegando a la base del estilo entre 1-3 días tras la polinización. En el lóculo 
se observan tubos polínicos una semana después de polinizar, pero es a 
partir de la segunda semana cuando se observan penetrando los óvulos. 
Las flores polinizadas inician su crecimiento a partir de la primera semana 
tras la polinización y, entre la tercera y cuarta semana, se produce el 
cierre de los sépalos en algunas de las flores, indicando el cuajado inicial 
en estas flores.  
3. Los pistilos adquieren la madurez para permitir la adhesión de los granos 
de polen en el estigma, así como la capacidad de germinación y 
penetración de los tubos polínicos en el estilo, en estados de desarrollo 
previos a la antesis, concretamente desde el estado de pico blanco. Este 
estado corresponde al momento en que se hace visible el pico de los 
primeros pétalos, período en el que el estilo adquiere prácticamente su 
longitud total, y va asociado a un claro aumento de la sustancia 
intercelular por la que crecen los tubos polínicos. 
4. El níspero exhibe una receptividad estigmática prolongada en 
comparación con otras especies de la subtribu Pyrinae, con una duración 
superior a 12 días. Sin embargo, se ha observado una reducción tanto en 
la capacidad de germinación del polen como en la velocidad del 
crecimiento del tubo polínico, a partir del 8º día después de antesis, 
denotando un envejecimiento del pistilo. 
 
 
 
Conclusiones 
142 
 
5. Se ha explorado el sistema de incompatibilidad del níspero japonés 
mediante la observación del comportamiento de los tubos polínicos al 
microscopio. La adquisición del sistema de incompatibilidad en la especie 
se produce en estados de desarrollo previos a la antesis, observada 
desde el estado de pico blanco.  
6. En el estudio de la inter-incompatibilidad del cultivar Cardona con 
cultivares coincidentes en floración, solo ‘Magdal’ se mostró inter-
compatible y, por tanto, como posible polinizador. El resto de cultivares se 
presentaron como inter-incompatibles, y se explica por el hecho de que 
una buena parte de los cultivares testados provienen de mutaciones de 
yema de ‘Cardona’. 
7. Los cebadores consenso desarrollados a partir de las zonas conservadas 
de secuencias de cDNA de S-RNasas de especies de Pyrinae, han 
permitido la identificación, caracterización y secuenciación por primera vez 
de la RNasa de incompatibilidad del níspero japonés. Se ha puesto en 
evidencia que en níspero opera el sistema de incompatibilidad 
gametofítico (GSI), corroborado por el comportamiento de los tubos 
polínicos en el estilo, observados al microscopio.  
8. Las secuencias de ADN muestran las características estructurales de las 
S-RNasas de otras especies de Pyrinae, identificando las regiones 
conservadas C2, C3 y RC4 y la región hipervariable HV. Las diferencias 
de tamaño en el intrón han permitido la identificación de 6 alelos S (S1 al 
S6) y se han secuenciado los primeros 5 alelos de esta especie.   
9. Se ha caracterizado la variabilidad alélica de los 32 cultivares más 
importantes de níspero que se cultivan en el Levante español, permitiendo 
la distinción de 7 grupos de incompatibilidad (I-VII). Estos resultados 
permiten una selección adecuada de cultivares polinizadores y sientan las 
bases para futuros trabajos de polinización en esta especie. 
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ANEXOS 
PROTOCOLOS 
Reacción de PCR para níspero con cebadores degenerados 
Para cada muestra de ADN las reacciones de PCR combinaban los 
siguientes elementos: 
PCR NÍSPERO  
factor de seguridad x1,10 
Reactivo vol./rx (ml)
H2O desionizada 6,68 
tampón BioTaq 10x 2,00 
dNTP’s (2,5 mM) 0,80 
Cl2Mg (25 mM) 1,60 
BioTaq. pol. (5U/μl)  0,12 
primer Foward (μM) 0,40 
primer Reverse (μM) 0,40 
vol. parcial (μl) 12,00 
ADN (10 ng/μl) 8,00 
vol. total (μl) 20,00 
Protocolo de extracción de ADN de geles de agarosa en columnas 
NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel) 
El fragmento cortado se coloca en un tubo Eppendorf y se añaden 200 µl 
buffer NT (MN) por cada 100 mg de agarosa. Se incuba a 50°C hasta su 
completa disolución, se introduce la mezcla en una columna NucleoSpin Extract 
II y se centrifuga a máxima velocidad durante 1 min. Se deshecha el líquido 
sobrante y se añaden 600 µl de buffer NT3 y se centrifuga a máxima velocidad 
durante 1 min. Se vuelve a eliminar el remanente y se vuelve a centrifugar a 
máxima velocidad durante 2 min. Se añade 20 µl de agua desionizada y se 
incuba durante 1 min a temperatura ambiente, se centrifuga 1 min a máxima 
velocidad y se repite una vez más esta última operación. 
Para la cuantificación de los fragmentos de ADN o clones purificados se 
prepara un gel al 1% de agarosa en buffer TBE 1x, se compara la intensidad del 
fragmento con los marcadores de tamaño λ, 1kb y Hp y se divide por la cantidad 
que se haya cargado en el gel.  
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Clonación de fragmentos de PCR utilizando el plásmido ”pGEM-T Easy” 
(Promega) 
a. Ligación de fragmento de ADN al plásmido ”pGEM-T Easy” 
Se estima la cantidad necesaria de fragmento de producto de PCR 
(inserto), en función de la concentración y el tamaño de este, para llevar a cabo 
la ligación al plásmido (vector) en una proporción 3/1 (inserto/vector) mediante la 
siguiente ecuación: 
insertongvectordelmolarratioinserto
vectorkb
insertokbvectorng =×× :  
Ratio: 3/1 para experimentos iniciales de PCR que no se encuentran 
todavía optimizados. 
insertolx
lngb
insertonga μμ =/     
b: es necesario cuantificar, ya sea con espectrofotómetro o en gel de 
agarosa con marcadores de tamaño. Para la ligación, se debe utilizar entre 25-
200 ng/µl de ADN purificado.  
Se ligó el inserto y el vector en 10-20 µl de volumen total combinando los 
siguientes componentes: 
 Ligación (µl) C+ (µl) C- (µl) 
Plásmido (vector) 1 1 1 
Buffer de la ligasa (2X) 10 5 5 
Inserto, fragmento de ADN purificado X (4) 2 - 
Ligasa [en f(x) del volumen total] 2 1 1 
H20 estéril (hasta volumen total) 20-∑ 1 3 
Volumen total 20 10 10 
C+: Control positivo 
C-: Control negativo 
La reacción fue incubada a 4°C toda la noche. 
b. Precipitar con N-butanol 
Las muestras se purificaron mediante una precipitación con butanol. Para 
ello se subió el volumen de la ligación a 50 µl con H2O desionizada, se añadió 
500 µl 1-butanol y se centrifugó a 14000g durante 10 min a 4°C. Se decantó la 
extracción y se dejó secar hasta que desapareció el olor. Finalmente se 
resuspendió el precipitado en 4 µl de H2O estéril. 
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c. Transformación por electroporación 
Se transformaron 2 µl de ligación en 40 µl de células E. coli competentes. 
Se dejó incubar 30 s en hielo y se aplicó la descarga de electroporación a 2,5 kV. 
Se añadió 960 µl de medio 2YT (1) líquido y se resuspendió. Posteriormente, se 
incubó en agitación a 37°C  durante 1 h. 
(1) Medio 2YT: En 900 ml de agua destilada se añaden 16 g de bacto-
triptona, 10 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl; ajustar el volumen a 
1 l con agua destilada y el pH a 7,0. 
d. Siembra en placas 
Para la siembra de las células transformadas se prepararon las placas de 
Petri con 20 ml de medio LB(2) sólido con 20 µl de ampicilina (50 mg/ml), 1,2 µl 
de IPTG (0,82 M) y 40 µl de X-GAL (20 mg/ml) cada una. Se dejaron incubando 
a 37°C hasta el día siguiente y se replicaron las bacterias transformadas. 
(2) Medio LB (Luria-Bertani): En 950 de agua destilada añadir 10 g de 
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl; ajustar 
volumen a 1 l con agua destilada y el pH a 7,0 con NaOH 5N. 
e. Verificación de la transformación 
Para la verificación de las células transformadas se emplea la técnica de 
PCR, mediante la utilización de cebadores universales M13, que se unen a 
ambos lados del inserto.  
PCR CLONES NÍSPERO  
Reactivo vol./rx (ml) 
H2O desionizada 30,40 
tampón para la Taq 10x 5,00 
dNTP’s (2.5 mM) 4,00 
Cl2Mg (25mM) 4,00 
Polimerasa Taq. (5U/μl)  0,60 
M13 Foward (μM) 2,00 
M13 Reverse (μM) 2,00 
vol. parcial (μl) 48,00 
ADN (pinchando en cel. transformadas) x 
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En la amplificación se empleó un termociclador iCycler (Bio-Rad) 
siguiendo el siguiente perfil: un ciclo inicial de 94°C durante 2 min; 35 ciclos de 
94°C durante 10 s, 52°C durante 70 s y 72°C durante 70 s; un ciclo de 72°C 
durante 5 min; y un holding final de 4°C. 
Los productos de la amplificación se separaron mediante electroforesis, 
tomando una alícuota de 5 µl de producto de PCR con 5 µl de xilene cyanol en 
geles de agarosa al 1,0% con NEB 0,25x teñidos en bromuro de etidio, se 
visualizaron con luz ultravioleta y se estimó el tamaño con el marcador 1Kb. Una 
vez identificados los fragmentos de interés se recuperaron utilizando el protocolo 
de purificación directa de productos de PCR en columnas NucleoSpin Extract II 
(MN). Este protocolo es similar al protocolo de extracción de ADN de geles de 
agarosa en columnas NucleoSpin Extract II, pero en este caso la cantidad de 
tampón NT que se añade es el doble en volumen que la cantidad de PCR a 
purificar. No se incuba la muestra y la dilución total se realiza en 15 µl de agua. 
Secuenciación del ADN genómico 
Una vez purificado el fragmento alélico se amplifica mediante una PCR de 
secuenciación que combina los siguientes elementos: 
PCR SECUENCIACIÓN NÍSPERO  
Reactivo vol./rx (ml)
H2O desionizada 11,0 
DTCs 4,00 
primer Foward (1,6 μM) 3,00 
vol. parcial (μl) 18,00 
ADN 2,00 
vol. total (μl) 20,00 
 
Para la amplificación se empleó un termociclador iCycler (Bio-Rad) 
siguiendo el siguiente perfil: 99 ciclos de 96°C durante 20 s, 50°C durante 20 s y 
60°C durante 4 min; y un holding final de 4°C. 
Para poder colocar la muestra en el secuenciador es necesario precipitarla 
en etanol. Para ello se añade 5 µl de una solución en la reacción de 
secuenciación que mezcla los siguientes productos: 2 µl NaOAc 3M (pH 5,2), 2 
µl EDTA 100 mM (pH 8,0) y 1 µl de Glycogen. Se mezcla cuidadosamente con 
60 µl de etanol al 95% y se centrifuga a 14000g a 4°C durante 15 min. 
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Posteriormente se lava dos veces en 200 µl de etanol al 70% y se centrifuga 
inmediatamente a 14000g a 4°C durante 7 min para el primer lavado y 10 min 
para el segundo. Se seca al vacío y se resuspende la muestra en 35 µl de SLS 
(Simple Loading Solution – Beckman Coulter Inc.). 
Se carga la muestra en el secuenciador y una vez obtenida la secuencia 
se analiza con diferentes programas informáticos: Chromas Pro 2.23, Clustal y 
GeneDoc. La búsqueda de homologías de secuencias presentes en el Genbank 
se realizó en la base de datos NCBI, con el comando Blast. Se repite todo el 
proceso de secuenciación para el cebador reverse, y así poder tener la 
secuencia completa en ambos sentidos.  
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ACCESIONES DEL GENBANK 
Accesión del GenBank EU442285, secuencia genómica para el alelo de S-
RNasa S1 de níspero japonés. 
 
LOCUS       EU442285              780 bp    DNA     linear   PLN 23-JAN-2009 
DEFINITION  Eriobotrya japonica self-incompatibility associated ribonuclease 
            (S) gene, S1 allele, partial cds. 
ACCESSION   EU442285 
VERSION     EU442285.1  GI:184033420 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Eriobotrya japonica 
  ORGANISM  Eriobotrya japonica 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; 
            rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Maloideae; Eriobotrya. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 780) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Genomic characterization of self-incompatibility ribonucleases 
            (S-RNases) in loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) (Rosaceae, 
            Pyrinae) 
  JOURNAL   Mol. Breed. (2009) 23: 539-551. 
REFERENCE   2  (bases 1 to 780) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (01-FEB-2008) Pomologia, Estacion Experimental de Aula 
            Dei (CSIC), Avda. Montanana, 1005, Zaragoza 50059, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..780 
                     /organism="Eriobotrya japonica" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /cultivar="Algerie" 
                     /db_xref="taxon:32224" 
                     /note="authority: Eriobotrya japonica Lindl." 
     gene            <1..>780 
                     /gene="S" 
                     /allele="S1" 
     mRNA            join(<1..132,459..>780) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S1" 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
     CDS             join(<1..132,459..>780) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S1" 
                     /note="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
                     /protein_id="ACC66149.1" 
                     /db_xref="GI:184033421" 
/translation="PAVCNSNPTPCKDPPDKLFTVHGLWPSNSNGNDPEYCKAPPYHTIKILQPQLVII
WPNVLNRNDHEGFWRKQWDKHGSCASSPIQNQKHYFDTVIKMYTTQKQNVSEILSKANIKPGRKNRPLV
DIENAIRNVINNMTPKFKCQKNTKTSL" 
 
ORIGIN       
        1 ccggctgtct gcaactctaa tccaactcct tgtaaggatc ctcctgacaa gttgtttact 
       61 gttcacggtt tgtggccttc aaactcgaat ggaaatgacc cagaatattg caaggcaccg 
      121 ccatatcata cggtaatatt agtagcatga tcagatagtc aatattgttt atctcattta 
      181 tgtacttgtg tgtgtgtgtg tgtatttttg gataatgcta aagtcactaa agttttaaac 
      241 ccaattatgt gtcacattaa tcaacactta aataataatt caatcatcaa catctacatc 
      301 atttggttgt aagaaagttt gttttcccaa cattactctt tattatatat acacacacat 
      361 atactcaaca caggttttct aacaggcgtg tacaaatatt acaattaatt taaaatttaa 
      421 tcataaatta tttctattat atattattat attgtcagat aaaaatactc caaccccagt 
      481 tggtaattat ttggccgaac gtactcaatc gaaacgatca tgaaggcttc tggcgtaaac 
      541 agtgggataa acatggctcc tgtgcgtctt ccccaataca gaaccagaag cattactttg 
      601 atacagtaat caaaatgtac acaacccaga aacaaaacgt ctctgaaatc ctctcaaagg 
      661 cgaatataaa acctggtagg aaaaacaggc cactggtgga tattgaaaat gccatacgca 
      721 atgttatcaa caatatgacc ccaaaattca agtgccaaaa gaatactaag acatcattga 
// 
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Accesión del GenBank EU442286, secuencia genómica para el alelo de S-
RNasa S2 de níspero japonés. 
 
LOCUS       EU442286              601 bp    DNA     linear   PLN 23-JAN-2009 
DEFINITION  Eriobotrya japonica self-incompatibility associated ribonuclease 
            (S) gene, S2 allele, partial cds. 
ACCESSION   EU442286 
VERSION     EU442286.1  GI:184033422 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Eriobotrya japonica 
  ORGANISM  Eriobotrya japonica 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; 
            rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Maloideae; Eriobotrya. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 601) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Genomic characterization of self-incompatibility ribonucleases 
            (S-RNases) in loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) (Rosaceae, 
            Pyrinae) 
  JOURNAL   Mol. Breed. (2009) 23: 539-551. 
REFERENCE   2  (bases 1 to 601) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (01-FEB-2008) Pomologia, Estacion Experimental de Aula 
            Dei (CSIC), Avda. Montanana, 1005, Zaragoza 50059, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..601 
                     /organism="Eriobotrya japonica" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /cultivar="Algerie" 
                     /db_xref="taxon:32224" 
                     /note="authority: Eriobotrya japonica Lindl." 
     gene            <1..>601 
                     /gene="S" 
                     /allele="S2" 
     mRNA            join(<1..138,286..>601) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S2" 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
     CDS             join(<1..138,286..>601) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S2" 
                     /note="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
                     /protein_id="ACC66150.1" 
                     /db_xref="GI:184033423" 
/translation="PAVCNSSTTPCKDPADKLFTVHGLWPSNWNGSHPENCTNKTMNSLAIGTLTAQLE
IIWPNVLNRNDHVGFWNRQWNKHGTCGVPKINDSLQYFRTVIKMYITQKQNVSEILAKANIKPEGKNRT
LVDILKAIRSGTNNKAPKLKCQRKASM" 
ORIGIN       
        1 ccggctgtct gcaactctag tactactcct tgtaaagatc ctgctgacaa gttgtttacg 
       61 gttcacggtt tgtggccctc aaactggaat ggatcccacc cagaaaattg cacgaataaa 
      121 accatgaatt ccctggcggt aatattattg attatctgat agtcaatttg tttatttcat 
      181 atatacatat actcaacata tatttcatgc accggtgtgc aaatattaca attaatttaa 
      241 aatttattca taaatttttt cctattatat atatttcatt gtcagatagg aactctgaca 
      301 gcccagttgg aaattatttg gccgaatgta ctcaatcgaa acgatcatgt aggcttctgg 
      361 aatagacagt ggaacaaaca tggcacctgt ggggtcccca aaataaacga cagcttgcaa 
      421 tactttcgaa cagtaatcaa aatgtacata acccaaaaac aaaacgtctc tgaaatcctc 
      481 gcaaaggcga atattaaacc ggaggggaaa aacaggacac tggtggatat tctgaaagcc 
      541 atacgcagtg gtacaaacaa taaggcacca aaactcaagt gccaaaggaa agcttcgatg 
      601 a 
// 
Anexos 
150 
Accesión del GenBank EU442287, secuencia genómica para el alelo de S-
RNasa S3 de níspero japonés. 
 
LOCUS       EU442287                 767 bp    DNA     linear   PLN 23-JAN-2009 
DEFINITION  Eriobotrya japonica self-incompatibility associated ribonuclease 
            (S) gene, S3 allele, partial cds. 
ACCESSION   EU442287 
VERSION     EU442287.1  GI:184033424 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Eriobotrya japonica 
  ORGANISM  Eriobotrya japonica 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; 
            rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Maloideae; Eriobotrya. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 767) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Genomic characterization of self-incompatibility ribonucleases 
            (S-RNases) in loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) (Rosaceae, 
            Pyrinae) 
  JOURNAL   Mol. Breed. (2009) 23: 539-551. 
REFERENCE   2  (bases 1 to 767) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (01-FEB-2008) Pomologia, Estacion Experimental de Aula 
            Dei (CSIC), Avda. Montanana, 1005, Zaragoza 50059, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..767 
                     /organism="Eriobotrya japonica" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /cultivar="Amadeo" 
                     /db_xref="taxon:32224" 
                     /note="authority: Eriobotrya japonica Lindl." 
     gene            <1..>767 
                     /gene="S" 
                     /allele="S3" 
     mRNA            join(<1..132,452..>767) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S3" 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
     CDS             join(<1..132,452..>767) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S3" 
                     /note="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
                     /protein_id="ACC66151.1" 
                     /db_xref="GI:184033425" 
                     /translation="PAVCNFTSNPCKDPPDKLFTVHGLWPSNAKGNDPEGCKTQKYQK 
                     MQTLEPQLEIIWPNVYNRTANEVFWRKQWYKHGSCASPPLQNQTHYFDTVIKMYRTQK 
                     QNVSYILSKANIEPKGEKRALVDIENAIRSGTNNKAPKLKCQTNARM" 
ORIGIN       
        1 ccggctgtct gcaactttac ttctaatcct tgtaaggatc ctcctgacaa gttgtttacg 
       61 gttcacggtt tgtggccttc aaacgcgaag ggaaatgacc cagaaggttg caagacacag 
      121 aaatatcaga aggtaatatt atttgtaatc agatagtcaa tattgtttat ctcatttaag 
      181 tacttgtgtt tccacgacat atactcaaca cagattttca tgctcgcgtg tacaaatatt 
      241 acaattaatt taaaaggtaa ttgctagata gactaaattt taaaaccaaa tttgtaaatt 
      301 aaatgatatg ccaccacatt aatcaacact taactaataa gccaattatc cataactaca 
      361 tcatttagtt taaaattcta atcactctag cattacggta atttaaaact taatcataat 
      421 ttttttctgt tgtatattat tataatgtca gatgcaaaca ctcgaacccc agttggaaat 
      481 tatttggccg aacgtataca atcgaaccgc taatgaagtc ttctggcgta aacagtggta 
      541 taaacatggc tcatgtgcgt ctcccccatt acagaaccag acgcattact ttgatacagt 
      601 aatcaaaatg tacagaaccc agaaacaaaa cgtctcttac atcctctcaa aggcgaatat 
      661 tgaaccgaag ggggaaaaaa gggcactggt ggacattgaa aatgccatac gcagtggtac 
      721 caacaataag gcaccaaaac tcaagtgcca aacgaatgct aggatga 
// 
Anexos     
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Accesión del GenBank EU442289, secuencia genómica para el alelo de S-
RNasa S4 de níspero japonés. 
 
LOCUS       EU442289                 628 bp    DNA     linear   PLN 23-JAN-2009 
DEFINITION  Eriobotrya japonica self-incompatibility associated ribonuclease 
            (S) gene, S4 allele, partial cds. 
ACCESSION   EU442289 
VERSION     EU442289.1  GI:184033428 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Eriobotrya japonica 
  ORGANISM  Eriobotrya japonica 
            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 
            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; 
            rosids; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Maloideae; Eriobotrya. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 628) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Genomic characterization of self-incompatibility ribonucleases 
            (S-RNases) in loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) (Rosaceae, 
            Pyrinae) 
  JOURNAL   Mol. Breed. (2009) 23: 539-551. 
REFERENCE   2  (bases 1 to 628) 
  AUTHORS   Carrera,L., Sanzol,J., Herrero,M. and Hormaza,J.I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (01-FEB-2008) Pomologia, Estacion Experimental de Aula 
            Dei (CSIC), Avda. Montanana, 1005, Zaragoza 50059, Spain 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..628 
                     /organism="Eriobotrya japonica" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /cultivar="Magdal" 
                     /db_xref="taxon:32224" 
                     /note="authority: Eriobotrya japonica Lindl." 
     gene            <1..>628 
                     /gene="S" 
                     /allele="S4" 
     mRNA            join(<1..132,310..>628) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S4" 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
     CDS             join(<1..132,310..>628) 
                     /gene="S" 
                     /allele="S4" 
                     /note="S-RNase" 
                     /codon_start=1 
                     /product="self-incompatibility associated ribonuclease" 
                     /protein_id="ACC66153.1" 
                     /db_xref="GI:184033429" 
                     /translation="LAVCNSSRTPCKDPPDKLFTVHGLWPSSMVGPDPSNCPIKNIRK 
                     REKLLEPQLEIIWPNVFDRSKNKLFWDKEWMKHGSCGYPTIDNENHYFETVIKMYITK 
                     KQNVSGILSKAKIEPDGKKRTLLDIENAIRSGADNKKPKLKCQKKGTT" 
ORIGIN       
        1 ctggctgtct gcaactctag tcgtactcca tgtaaggatc ctcctgacaa gttgtttacg 
       61 gttcacggtt tgtggccttc aagcatggta ggacctgacc caagtaattg cccgataaag 
      121 aatattcgga aggtaatatt attagtaatc agatcgtcaa tattgtttat ttcatttatg 
      181 tacttgtgtg tgtgtttgtg tatattcaat atatacatac tcaaacatag attttcgtgc 
      241 acgtgtgttc aaatattaca attagtttaa aatataatca taattttttt tttctgttgt 
      301 gcataccaga gagaaaaatt actcgaaccc cagctggaaa ttatttggcc gaacgtgttc 
      361 gatcgatcca aaaataaact cttctgggat aaagagtgga tgaaacatgg ctcctgtggg 
      421 tatcccacaa tagataacga gaaccattac tttgaaacgg taatcaaaat gtacatcacc 
      481 aagaagcaaa acgtctctgg aatcctctca aaggcgaaaa ttgaaccgga cggtaaaaaa 
      541 aggacactat tggatattga aaatgccata cgcagtggtg ccgacaataa gaaaccaaaa 
      601 ctcaagtgcc aaaagaaggg tacgacga 
// 
Anexos 
152 
La Accesión del GenBank EU442288, correspondiente a la secuencia 
genómica para el alelo de S-RNasa S5 de níspero japonés, todavía no está 
disponible (pendiente de publicación). 
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